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RESUMO

Este trabalho buscou avaliar o efeito da exposdidna de nanoparticulas de sais de
prata no desenvolvimento das caracteristicas mibeds niveis séricos de testosterona e
estradiol e interferéncia na organogénese de teeiddrogenos dependentes, a exposi¢ao
oral diaria a nanoparticulas de sais de prata (Rg)NUtilizaram-se trés grupos de
animais, ratos Wistar, sendo 2 testes e 1 corguodeforam acompanhados dd 28 90°

dia de idade, recebendo o produto com nanoparsicdasais de prata com tamanho de
60 nm e concentracdo de 0,02 mg/mL por gavagemmtducaperiodo de 23 dias até 53
dias de idade. Este produto tem sido utilizadoneatamente como anti-séptico, na
desinfeccdo de proteses, em desodorantes, em @sodigntarios, entre outros, e
apresenta uma possivel caracteristica de ser coatat® ambiental. Os riscos de
intoxicacdes agudas e/ou cronicas, em baixas dgemem levar o individuo a
apresentar quadros de subfertilidade muitas vegesliagnosticados. A exposicao pré-
pubere a compostos contendo AgNPs influenciam ivega¢nte na producao e reservas
espermaticas em individuos adultos de acordo copar@netros e idades avaliadas neste
estudo. Ocorrem também alteracdes hormonais e dendelvimento de tecidos
andrégenos dependentes, na idade a puberdade, morfametria testicular. Ha
necessidade de determinacdo dos niveis toxico®giaya este composto tanto na
contaminacdo ambiental quanto nas atividades diegiee envolvidas com seu uso
rotineiro na medicina humana, uma vez que seu agnpialmente pode levar a danos

reprodutivos em individuos pré-puberes e adultos.

Palavras-Chave Nanoparticulas de Prata; Ratos Wistar; Disrufirétocrina.



ABSTRACT

This study evaluated the effect of daily exposwendnoparticles of silver salts in the
development of pubertal characteristics, serunoséstone and estradiol and interference
in organogenesis tissue androgen dependent, dailgxposure to nanopatrticles of silver
salts (Ag-NPs). We used three groups of animalstaVirats, and tests 1 and 2 were
followed to control the 23rd to 90th day of age;eiging the product with silver salts
nanoparticles with size of 60 nm and concentratio®.02 mg / mL by gavage during the
period from 23 days until 53 days old. This prodbhess been routinely used as an
antiseptic, disinfecting the dentures in deodorafegatal products, among others, and has
a characteristic of being possible environmentahtaminant. The risks of acute
poisoning and / or chronic low doses, may lead itttgvidual to submit pictures of
subfertility often undiagnosed. Prepubertal expedor compounds containing AGNPS
negatively influence production and sperm resemveslults according to the parameters
evaluated in this study and ages. Also hormonahgbs occur and the development of
androgen dependent tissues, age puberty, testiaothrmorphology. There is need to
determine the toxicological levels for this compdurboth in environmental
contamination as directly involved in activitiestwtheir routine use in human medicine,
since its use can potentially lead to reproductiaenage in prepubertal individuals and

adults..

Keywords: Silver nanoparticles; Wistar rats, Endoer Disruption.



1. INTRODUCAO

1.1 APRATA

A prata é um elemento metalico de transicdo, lorandrilhante amplamente
encontrado no ambiente humano. Pequenas concesgraga prata podem ser
encontradas no corpo humano oriundas da inalac@arieulas no ar e ou ingestdo da
agua ou alimentos contaminados. No entanto, a pr@aé encontrada em valores
significativos no corpo humano. O uso da prata camoeficaz agente antibacteriano e
antifingico em produtos de uso pessoal, aparelhédicos, téxtil e cosmeéticos, nos
ultimos anos, tem preocupado quanto os aspectaegliranca do metal e potenciais
riscos que estejam associados com a absorcdo pglo bumano da sua forma que
apresenta atividade bioldgica (AGLANSDOWN, 2006).

Recentes avancos na biotecnologia dos servicoscosé@ a habilidade de
embeber ou revestir alginatos, poliuretanos, sikce fibras téxtil com prata inonizavel
fornece significativa eficacia clinica sobre inféeg (ELLIOTT, 1999; SHARMA et al.,
2006; FURNO et al., 2004).

Ao envolver curativos, catéteres, massa 0ssedpaqgantos dentarios e outros
produtos com prata (Ap como um antibiético, podemos alcancar uma ac&o
antibacteriana ou antifungica (LARA et al., 201QJ€SEME et al., 2010).

Estudos clinicos com curativos que apresentarbiétitios tém demonstrado que
grande parte da prata (Adiberada pelos curativos ¢ depositada supenficiate e que
minimas quantidades estao disponiveis para absf¢®LSMARK et al., 2003).

O contato dérmico e a absorcdo percutanea acomteen produtos que
contenham compostos de prata ou prata para fiflsi@itos, quando estes entram em
contato com a pele de seres humanos. Ainda quelossttlinicos e experimentais
indiguem que a absorcdo percutanea da prata ématrente baixa (LANSDOWN,
1995). A queratina e os fosfolipideos da epideréme & funcdo de barreira, e exercem
essa funcdo de forma eficiente com a exposicaoruigog sulfidrilas que se ligam de
forma irreversivel com a Aglivre, como ocorre com outros elementos metalicos
(HOST'YNEK et al., 1993).



A prata € empregada em cateteres para drenagemireercdo vascular central,
drenagem intraventricular em pacientes com hidedieefe distarbios do liquido
cefalorraquidiano, e em uso intraperitonial (ELLIJTL999).

A prata metalica € inerte aos tecidos humanos, gquasdo estd ionizada na
presenca de fluidos corporais e secrecdes apreserdaforte atividade biolégica. A
afinidade acontece com grupos sulfidril e outragarnies anibnicos de proteinas,
membranas celulares e tecidos (BURRELL, 2003).

A absorcdo da prata no corpo humamorre por ingestdo, inalacdo, insercao
intraparenteral de servicos médicos e até mesmogmato dérmico, 0 que na literatura
esta pouco elucidada (VICENZO et al., 1985). Raraeé possivel identificar quanta
prata € absorvida ou retida pela circulacdo do tgastrointestinal, pulmdo ou absorcao
percutanea (WILLIAMS E GARDNER, 1995), mas nas seGes urinarias e fecais
podem ser dosadas estas quantidades (WAN et al).19

As principais formas da absorcdo oral ou gasestimal da prata é através
alimentos contaminados, exposicdo ocupacional, &gntaminada (devido ao uso da
prata para purificacdo da agua), consumo acidetgalnitrato de prata ou outros
compostos incolores que contenham a prata.

Pesquisas atuais sugerem que menos de 10% daimqgatala por humanos é
absorvida para circulagédo, mas isto pode variacdedo com a idade, estado nutricional,
estado de salde e da dieta. Acredita-se que o dathlhee man’ do Circo Barnum e
Bailey tinha em seu corpo entre 90-100 g de pra&gositados no ossos (0,21%),
musculos (0,16%), rins (0,24%) e coracdo (0,15%hds que a confiabilidade da
guantidade de prata nos tecidos foi questionadaS92m (GETTLER et al., 1927).

Atualmente, riscos de toxicidade associados conngestdo de prata séo
pequenos, isto porque produtos contendo pratahpgiene bucal ou gastrointestinal tem
sido removidos das farmacopéias e de listas deiggimem varios paises devido ao
risco de causar argyria (U.S. EPA, 1985; DRAKE eZHAWOOD, 2005).

Riscos maiores podem ocorrer devido a falta déralendo uso de produtos que
contenham a prata coloidal contendo niveis descighb®e da prata ionizavel que séo

comercializados em alguns paises como aditivoslideeraos, suplementos de saude,



anti-séptico bucal, curativos antisépticos, tempdpicas, entre outros (HASSELT et al.,
2004; U.S. DEPARTMENT, 1996; FUNG et al., 1995).

A concentracgdo oral letal de nitrato de prata emmdnos tem sido estimada em
aproximadamente 10 g, mas é largamente atribufdae acidificagdo do anion nitrato
liberado e ndo da prata absorvida (U.S. EPA, 1985).

Modelos animais fornecem limitadas informacdesvipieeis sobre a absorcéo
gastrointestinal da prata. Nos humanos, as solugéesitrato de prata sdo altamente
irritantes e potencialmente fatais em todas ascespéEsse efeito deve-se ao anion,
enguanto a absorcdo de prata € varidvel. Ratogjnthongos e macacos que receberam
agua com nitrato de prata absorveram menos de l1%rada administrada em uma
semana, enquanto que cachorros absorveram mal®ad@~URCHNER et al., 1968).

Um homem de 29 anos de idade, acidentalmenteuinatea poeira contendo
prata-110 e zinco-65 em um incidente de um reaiotear. A prata foi monitorada em
seus pulmdes, urina e fezes por até 200 dias. regxa fecal persistiu por, pelo menos
300 dias. A meia-vida da prata foi estimada neatgepte, sendo de 52 dias (NEWTON
e HOLMES, 1966).

Ha controveérsias sobre as rotas predominantesetabolismo e acumulagéo da
prata no corpo humano. O acumulo pode acontecerrinss figado e 0ssos, e sua
excrecao atraves da bile, urina, cabelo e unhad\\&fAal., 1991; EAST et al., 1980).

A via de excrecéo biliar predomina sobre a viaana, mas a dosagem da prata
na urina pode fornecer um indice mais confiavallosor¢cdo da prata por todas as rotas e
servir como um guia para o teor de prata totalatpaem niveis sanguineos de <100 mg
. L ( WILLIAMS e GARDNER, 1995; WAN et al., 1991).

Uma analise mais critica da literatura, reveloa gpesar das alega¢des de danos
e doencas neuroldgicas, alguns estudos clinicepegientais comprovaram que a prata
nao é absorvida pelo cérebro e pelos sistemas sweientral ou periférico, e ndo ha
provas de que ele passa em qualquer barreira hencafdlica
em qualquer espécie (LANSDOWN, 2007; ZHENG et2403).

Estudos clinicos e experimentais listam o figadm@ o principal érgao para
acumulo e eliminacdo da prata, mas apesar de@tgdransitérias do metabolismo de

certas enzimas, nenhuma evidéncia indica que gasi€@m prata no sangue acima de



200 mg.l* ou com argyria avancada, apresentem danos hepéiimgrsiveis
(COOMBS et al., 1992; PAROISER, 1978; TROP et24l(06).

A manifestacdo mais comum de toxicidade da prateaggyria ou argirose, que
ocorre por inalacdo ou ingestdo cronica da pratliv® ou de compostos de prata
ionizaveis (BLEEHEN et al., 1981). A absorgdo esoesda AJ por um longo periodo
leva a um estado de ‘sobrecarga’ da prata na agéol onde a concentracdo sérica
excede a capacidade do figado ou dos rins paranalimn metal pela bile ou urina,
respectivamente (TANITA el al.,, 1985). A argyriac@racterizada pela deposicdo de
selenetos de prata e sulfetos de prata no tecigardo/o que envolve o tecido vascular e
as glandulas da camada papilar da derme, mas réfudiame (SATO et al., 1999).

Estudos sobre saude ocupacional demonstraramegracd da absorcdo de prata
em suas diferentes formas, podendo causar umaiedposronica e levar a doenca
conhecida como argirose (VINCENZO et al., 1985).

A argirose se apresenta como uma desfiguracdo éticanmprofunda que néo
facilmente removida com cirurgias ou tratamentdsnipos, mas néo esta associada com
disfuncéo ou leséo tecidual (BOUTS, 1999).

Os depdésitos desses componentes finos sdo ingetelstribuicdo intracelulares
ou intercelulares, de longa ou permanente durag@f@scoloracdo azul-cinzento, leve a
profundo da pele e do leito ungueal ocorrem pradoiente em areas expostas a luz e em
algumas ocasides pode ser severamente desfigu(BQeES'S, 1999).

N&o ha nenhuma evidéncia para associar a argiossalano celular ou alteracéo
da percepcao sensorial da pele, mesmo em casossdelalacado profunda. Em casos
mais graves de argirose generalizada, a descotorpgile ser psicologicamente
perturbadora, uma vez que ndo sdo removidos quimeicee ou por dermoabraséo
cirirgica. Fatalidades em pacientes com argirostipda ou argirose tém sido atribuidas
a condicdes pré-existente e ndo somente a etiolelgieionada com a prata. A argirose,
ocorre pela precipitacdo de prata na cérnea owntwvg do olho e é considerado por
alguns, como um indicador mais sensivel de expodigiprata (ROSENMAN et al.,
1987). Ocorre uma pigmentacao cinza/azul escusulteste da deposicdo de sais de
prata ou prata solivel em decorréncia de toxicalogcupacional, terapéutica ou
ambiental (MOSS et al., 1979; WILLIAMS, 1999).



A argirose terapéutica pode ter sido conheciddedesséculo 17 quando o nitrato
de prata foi utilizado para tratar a epilepsia endas venéreas. No final do século 19, o
nitrato de prata era utilizado como um profilafmara doenca ocular neonatal. Pesquisas
mais recentes, dizem mais respeito aos profissane tem exposicdes cronicas a prata
ao fazer preparacdes de prata coloidal para ingscg@ulares (MOSS et al., 1979;
WILLIAMS, 1999; LOEFFLER e LEE, 1987; KARCIOGLU EALDWELL, 1985) .

Enquanto a argirose € uma manifestacdo inequivaza crbnica
exposicdo a prata, em alguns casos, niveis elevatlos prata no sangue
(argyremias) séo relatados em pessoas que trabalvana prata, (PIFER et al., 1989)
onde é manifestada a descoloracédo da pele, dos, ahe membranas mucosas ou do
leito ungueal (WILLIAMS e GARDNER, 1995).

O mecanismo da argirose dérmica ndo € totalmeatepreendido, mas é
relacionado aos desequilibrios da concentracdcod®lexos sollveis e insolaveis de
prata na derme média ou superior e da acdo lisessoedutase (BUCKLEY e
TERHAAR, 1973).

Granulos de melanina na pele podem proteger camtnanifestacdo da argirose,
por absorver a energia solar, mas ndo se sabe psata influéncia na fungcdo dos
melandcitos ou na melanogénese (BLEEHEN et al]1)198

A pele (e seus anexos), o cérebro, o olho, o digadbaco, o rim e a medula
Ossea sdo listados como principais tecidos-alva pateposicdo de prata pela absor¢ao
sistémica (DRAKE e HAZELWOOD, 2005; VINCENZO et,al985; MARSHALL e
SCHNEINER, 1977; ROSENMAN et al., 1987; GETTLERakt 1927).

Estudo experimentais em modelos animais mostravamacdes na funcao
hepatica e na excrecdo biliar da prata. Foi re#diza injecdo intravenosa de nitrato de
prata diluida associado com padrées de excregao & 0,25:9.kg*/min em ratos, 0,05
ng.kg* /min. em coelhos, e 0,008g.kg*/min. em cdes (U.S. ENVIRONMENTAL,
1992).

Outros estudos experimentais em ratos demostragas 0 cobre e 0s
antioxidantes selénio e vitamina E, podem influencio transporte hepatobiliar e na
retencdo da prata no figado (ALEXANDER e AASETH819DIPLOCK et al., 1973).



Os testes de toxicidade reprodutiva e teratogdsuile apresentam evidéncias
insuficientes para demonstrar que a administragiacaimpostos de prata durante a
gravidez é uma causa de infertiidade, diminuicd® tmanho fetal ou sub-
desenvolvimento em qualquer espécie. O nitratprdta foi administrado por injecéao
intra-uterina em 13 fémeas de macaco, entre 27 dia&3de gravidez, o que causou
sangramento vaginal e interrupcao da gravidez,domsdos sete animais engravidaram
novamente e tiveram uma prole saudavel ( MCCAULEMlg 1994). Nao se sabe ao
certo, se a prata atravessa a barreira placest&aaéna acumulo de prata no feto.

Foi confirmada uma baixa nefrotoxicidade da pratarato urinario em estudos
experimentais com roedores, sendo que estes recebeitrato de prata por via
intravenosa ou na agua potavel (BERRY et al., 1995)

A toxicidade renal também né&o foi observada emucalbngos que receberam
altas doses de nitrato de prata (65mgKglia), durante 14 semanas (U.S.
ENVIRONMENTAL, 1992).

A toxicidade O0ssea nédo € conhecida na avaliac&egeranca da administracéo
de prata ou produtos que contenham prata, masrtes fimdicios de modelas vitro,
onde a prata interage e se liga a hidroxiapatitegtoca os ions célcio e magnésio
(GOULD et al., 1987; LANSDOWN, 2009).

A alergia a prata € um dos efeitos adversos quérddexposicdo a moedas,
cosmeéticos, pacientes quando sao tratados corntonikegprata, curativos para controle de
infeccoes, trabalhadores metallrgicos pré-dispostmmlheiros, fotografos ao
apresentarem sintomas de hipersensibilidade aatoottm o metal (FISHER, 1987).

A prata é absorvida por cultura de células, pomuecanismo de pinocitose. Nas
bactérias e fungos, pode ser esperada uma intecag@s proteinas do citoplasma que
precipitam e podem até causar a morte celularu@utte células expostas a particulas de
prata em concentracées entre 6,25 e 50 mggeimonstraram alteracdo na forma celular
e mostraram também evidéncias de estresse oxidatumento da peroxidacao lipidica
(ARORA et al., 2008).



1.2 NANOPARTICULAS DE PRATA (Ag-NPs)

As vantagens de se obter uma droga nanoparticpkaaite que esta, apresente
longa estabilidade, alta capacidade de transpmapscidade de incoporar drogas hidro e
lipofilicas, pode ser administrado por varias vizapacidade de sustentar a liberacéo da
droga, aumenta a biodisponibilidade dos farmacusega do farmaco a nivel celular e
nuclear, além da garantia da liberagcdo da drogaecido especifico no organismo,
melhorando também a penetracdo da droga nas célgas atividadéSIRONMANI e
DANIEL, 2011).

As Ag-NPs tém propriedades fisicos-quimicas diasirda parta idnica, incluindo
condutividade elétrica e térmica elevada, estaalidquimica e comportamento 6ptico
nao linear (CAPEK, 2004; FRATTINI et al., 2005).

Nanoparticulas de prata podem ser liberadas ao amebiente de véarias formas,
como exemplo, durante a sua sintese, durante iadg8io e incoporacdo em NPs, durante
a utilizacdo de produtos que contenham Ag-NPs ddmadurante a reciclagem de
materiais que contenham Ag-NPs (KOHLER et al., 2008

A prata apresenta uma atividade bactericida delcangspectro e custo
relativamente baixo na fabricacdo. O que os torewtniemamente popular em uma
grande diversidade de materiais de consumo, irdbusabonetes, pastas, metais e téxteis
(FRATTINI et al., 2005; LUOMA, 2008; RATTE, 1999J1SY/ER et al., 2005) .

Existem muitos produtos de consumo e aplicacbesprdta em forma de

nanoparticulas. O banco de dados de Woodrow W(lsthp://www.nanotechproject.oyg

listou 1.015 produtos de consumo onde sao incodgsraanoparticulas, sendo que 259

apresentam nanoparticulas de prata.



Produtos no mercado que contém Ag-Nps (WoodrowadfvjiMarco 2010).

Produtos contendo Ag-NPs  Porcentagem
Cosmeéticos 32,4
Suplementos de saude 4,1
Roupas e téxtis 18
Filtros de agua e ar 12,3
Itens domeésticos 16,4
Detergentes 8,2
Outros 8,6

Atualmente ha evidéncias limitadas para demonsjug as nanoparticulas de
prata sdo agentes antivirais eficazes. LARA et 2010, demonstraram que as
nanoparticulas de prata, exercem acdo antiviralraéddlV-1 em concentracbes nao-
citotoxicas, mas o mecanismo de acdo nédo foi caampknte elucidado, mas indicou que
h& inibicdo da replicacéo e inativagéo do virus 8SHME et al., 2010).

Testes sub-agudos de toxicidade (28 dias) mostrgue ratos toleraram doses de
1000 mg.Kg' de Ag-NPs sem alteracdes significativas no pespocal, mas houve
aumento da fosfatase alcalina e dos niveis deteadésom doses acima de 300 mg'Kg
0 que indica altera¢@es funcionais do tecido hepdKIM et al., 2008).

N&do ha nenhuma evidéncia que sugira que o0s senemnos estdo sendo
advesamente afetados pelo AG-NPs através da sizag#o em produtos de consumo,
mas sabe-se que produtos contendo Ag-NPs estdetisesc a liberacdo de prata
dissolvida para o meio ambiente, assim como asséessde AG-NPs, o que pode causar
a bioacumulacdo (BENN e WESTERHOFF, 2008; GERANI® a&., 2009;
GOTTSCHALK et al., 2009).

Em 2008, um estudo que analisou o risco de liderage Ag-NPs para o
ecossistema de agua doce, previu que até 2010d&5%da a prata liberada na agua na
Unido Européia seria de materiais como platicésl {BLASER et al., 2008).

Um estudo mostra um processo de translocacaorspadiculas por endocitose,

onde ha captacao de moléculas ou particulas detenaatre 1 e 100 nm, que ocorre por



invaginacdo da membrana plasmética e formacaosiewas que envolvem o material e
seu transporte para dentro da célula (MOORE, 2006).

A biodisponibilidade e a bioacumulacdo de Ag-Nes fdos os organismos
depende do tamanho, forma, composi¢do quimicaackrgnolécula, area, solubilidade e
estado de agregacdo da particula ou material ( NAR@ et al., 2008).

A toxicidade do ion pratm vivo, tem sido pesquisada em algumas espécies de
peixe de agua doce (JANES et al., 1955; HOGSTRANBGOD, 1998). ions de prata
em solucdo podem atingir as células epiteliais duriais via canal de Nacoplado ao
préton ATPase na membrana apical das branquiaseasar a membrana basolateral das
branquias e bloquear a M&" ATPase e afetar a ion-regulacdo dé@MEGROSELL et
al., 1999).

Os resultados iniciais de um estudo onde foramstigadosn vivo os efeitos das
Ag-NPs em peixes, indicaram que particulas entre el080 nm afetaram o
desenvolvimento precoce dos peixes, 0 que inclueiormidades da medula espinhal,
arritmia cardiaca e sobrevivéncia. Além disso, gd\®s também podem ser acumuladas
nas branquias e no tecido hepatico afetando a icagiecdos peixes em lidar com baixos
niveis de oxigénio, induzindo o estresse oxidaiBibBERG et al., 2010; SCOWN et
al., 2010; YEO e PAK, 2008; ASHARANI et al., 2008).

As grandes variacdes fisioldgicas, anatdmicasnepoostamentais entre as cepas
bacterianas criam dificuldades quando se investigaopdo de agao das Ag-NPs. KIM et
al.,(2007); descobriram que bactérias gram-positif@am consideravelmente mais
resistentes do que as gram-negativas quando AgdePE2 nm foram administradas.
YOON et al.,2007; encontraram o oposto com nantmpdat de tamanho de 40 nm. Nos
dois estudos foram investigados os efeitos no icnesto de bactérias em placas de agar
com suplementos de NPs.

E conhecido, que ions de prata e compostos de ghataltamente toxicos para 0s
micro-organismos, mostrando efeitos biocidas enesi#cies de bactérias, incluindo as
Eschericia coli.Em um estudo foi demonstrado que os hibridos depwaticulas de
prata com moléculas anfifilicas exibiram um revastito de superficie com atividade
antimicrobiana bastante eficaz (ZHAO e STEVENS,899
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No estudo de KIM et al., (2007); avaliou-se ostefeantimicrobianos contra trés
microorganismos, levedurasg. coli e Estafilocos aureus Havia distintas
diferencas entre eles. Quando as Ag-NPs forramdastem leveduras e ia coli,
houve inibicdo do crescimento bacteriano, mas itogf@bitorio parak. aureudoi leve,
em comparag¢ao com 0s outros micro-organismoselstusado provavelmente devido a
presenca de diferencas estruturais na membrananidos-organimos, presenca ou nao
de peptidoglicano, mas ainda nao foi confirmado.

Estudos com exposicdo oral de Ag-NPs em animaisa®s. Um resumo dos
dados disponiveis foi dado em ‘Perfil da Prata’Adgncia de Substancias Toxicas e
Registro de Doencas de Servigo de Saude PubliceldAsde 1990.

Embora a toxicologia de prata e seus compostositorestudada, existem varias
lacunas de conhecimento sobre o risco causadoppata na forma de nanoparticulas,
tanto para os seres humanos e ao meio ambient® MIVEN et al., 2009).

No estudo de LOESCHNER et al., (2011); que comparabsorcédo de Ag-NPs e
Ag-acetato (Ag-AC) em diferentes Orgaos e tecidbservou-se que a concentragdo de
Ag-NPs foi mais baixa do que Ag-AC, devido a umerecéo fecal maior da Ag-NPs.

1.3 PUBERDADE E EIXO HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONA DAL
(HHG)

O sistema reprodutivo de machos é regulado poraamgplexa interagdo entre o
sistema nervoso central, hipotdlamo, pituitaria (wpofise) e testiculos. O eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadal € um sistema de almpbexidade regulado por fatores
estimuladores e inibidores. Fatores nutricionaisitumativos, metabdlicos e estresse
atuam sobre a liberacdo do horménio liberador adedptrofinas (GnRH) através de vias
ativadoras ou inibidoras. Dessa forma, os mais itaptes fatores inibidores de GnRH
sdo o0 acido gama-amino-butirico (GABA), prolactsaeta-endorfina, ao passo que 0s
mais importantes fatores estimuladores sdo o neptimeo Y (NPY), serotonina, a
fracdo alfa do horménio melanotréfico (a-MSH) e isn@&centemente descritos, Varios
fatores de crescimento (especialmente o TGFa)idibida puberdade caracteriza-se pela

ativacdo de um “gerador de pulsos”, com liberacdlsal de GnRH que, através do
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sistema portal hipofisario atinge os gonadotrof@sdeno-hipdéfise e induzem a secrecgéo
também pulsatil das gonadotrofinas luteotrofica XL foliculo-estimulante (FSH).
Através de alca curta LH e FSH promovem inibicdosdarecdo de GnRHig¢wn
regulation e sdo capazes de inibir sua propria secrecavéatde acao paracrina. Os
esteroides sexuais, atravésfeled-baclde alca longa, regulam a producdo gonadotrofica
hipofiséria, principalmente de LH. O controle darsgdo de FSH fica a cargo da inibina
(DAMIANI, 2002).

A espermatogénese, que se inicia na puberdadepm®oesso de geracdo do
gameta masculino, onde as espermatogbnias origasnespermatides maduras. A
regulacdo hormonal da espermatogénese é manifgsiadgalmente pela acdo do FSH
e da testosterona sobre as células de Sertoli, stdopeqiiente modulacao por fatores
paracrinos (HEINDEL e TREINEN, 1989), A testostexaicanca e estimula os 0rgaos
efetores androgénicos por via sanguinea. Nos orgde®mres € transformada em
diidrotestosterona (DHT) pela enzima-fedutase, ou €, em maior parte, convertida em
estradiol pela acdo da enzima aromatase (LITTLEKERRNEY e HURN, 2004).

Por tempos, foi ignorado o fenbmeno da separagagrdpucio do pénis da
glande (conhecido combalanug como resultado da separacdo balano-prepucial do
epitélio. Este fenbmeno, denominado de separaci@mdsprepucial, ou simplesmente,
separacdo prepucial, ocorre por volta da épocaultergade (KORENBROT el al.,
1977).

LYONS et al.,, (1942); mostrou que a separacdo ysiaf) previnida pela
castracdo pode ser restaurada com proprionato ed¢osterona exodgena. Os machos
tratados com hCG intratesticular podem ter e avamGeparacao prepucial. No entanto,
a relacdo deste fendbmeno para a fase de desenealoinpubertal requer uma
investigacdo mais aprofundada se a separacao mkpysara ser usado como um sinal
experimental do desenvolvimento puberal em ratosedo masculino.

A regulacdo do desenvolvimento neurocomportamepta desreguladores
endocrinos tém sido investigada porque o desemaelvio do sistema nervoso central €
diretamente regulado por horménios enddgenos, imiduhorménios gonadais, e por
eventos regulados hormonalmente que ocorrem nio idicdesenvolvimento (JIE et al.,
2010).
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Desreguladores endocrinos podem ser definidos @geates que interferem na
producéo, liberagcao, transporte, metabolismo, iga@cao e eliminacdo de hormonios
naturais no corpo humano responsaveis pela madatate; homeostasia e na regulacao
de processos de desenvolvimento (KAVLOCK et al96)90ou ainda, de acordo com
SHETTLER et al., (1999); como agentes que em desgemamente pequenas imitam,
bloqueiam ou ainda interferem na atividade hormanatal.

A espermatogénese, um processo complexo, tambésensivel a toxicos
ambientais (PRYOR et al., 2000). Estes efeitos podéetar a fertilidade masculina
através uma diminuicdo na quantidade de espermdészdproduzidos. Apds a
administracdo sistémica, as nanoparticulas factien@enetram capilares em todo o
corpo, podendo passar por epitélios e afetar @digia de qualquer célula em um corpo
animal como penetrar a barreira sangue-testiculoatiagir as gbnadas. As
espermatogonias em mamiferos sdo particularmengévegs a hanoparticulas de sais de
prata e sua toxicidade para as ceélulas de Leydigp@nsaveis pela producdo do
hormonio testosterona) tem sido relatada (KOMAT$8l.e2008; LI et al., 2009).

Estudos sobre o controle do inicio da puberdadea¢ms do sexo masculino sdo
dificeis por causa da falta de um sinal facilmadentificavel e externo da puberdade
(KORENBROT et al., 1977).

Baseado nas ac¢des das nanoparticulas de sastde@mo potenciais causadores
interferéncias hormonais e a espermatogéneseesttdo procurou evidenciar efeitos
toxicologicos reprodutivos do produto em quest@ires as caracteristicas sexuais de

ratos machos Wistar no periodo de pré-puberdade.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS E HIPOTESE CENTRAL

Avaliagdo da possivel relagdo entre as caradtasspubertais e sexuais, niveis
séricos de testosterona e estradiol e evidenciafei®s toxicoldgicos reprodutivos das
nanoparticulas de prata, sobre ratos machos Wigtperiodo de pré-puberdade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os possiveis efeitos, em idades de 53 di&§ de diferentes doses orais
diarias de nanoparticulas de sais de prata sobre:

A idade a puberdade (separacao balanoprepucial);
Concentracgdes séricas hormonais de testostercsteadiel;

As fungdes hepatica e renal,

o O O o

Peso dos testiculos e tecidos andrégenos depead@tedulas vesiculares e
prostata ventral);

(@)

Morfometria dos tubulos seminiferos de testiculos @ahimais em estudo;

o O transito, a reserva e a producdo espermaticatole Wistar machos.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados como modelos experimentais rategdl/ (Rattus norvergicys
provenientes do Biotério da Pontificia Universid&@ddlica do Parana - PUC. Os grupos
foram compostos por ratos de 21 dias de idaderrei@smamados, e divididos em trés
grupos de tratamento, sendo 2 testes [0,015 mgdKg/Peso Corporal) e 0,050
mg/Kg/PC] e 1 controle (0,00 mg/Kg/PC). Estes geupmram denominados de GTI,
GTIl e GTIII, respectivamente tratamento |, tratatoell e Controle. Cada grupo foi
formado por 10 animais, totalizando 30 animais rpedmento. Os animais foram
mantidos em fotoperiodo de igual duracdo de noitiae(12/12h), em temperatura
ambiente controlada (23 a 25 °C) e recebendo agagée comerciahd libitum durante
todo o periodo experiment&®s procedimentos estdo em acordo com o preconzado
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e apdiv pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual do Centro-O@2a1¢2011).

O delineamento foi totalmente casualizado. Todosamimais foram pesados e
calculou-se a média e o desvio-padréo. Dividirarergéo, de forma aleatdria os animais
nos grupos de tratamentos. Cada animal de cada gegpbeu identificagao individual

durante todo o periodo experimental.

3.2 MANEJO DOS ANIMAIS

Os ratos foram acompanhados desde © @3 (desmame) até o 53° dia
(puberdade) e 90° (adulto) dia de idade. Todoswsaés foram divididos ainda em dois
grupos: pares e impares, sendo que os animaisdsfmaam sacrificados com 53 dias e
0s animais pares com 90 dias. O periodo de lactsgdstendeu até o 22° dia apds o
nascimento e apdés esse periodo os animais foranerahdos com racdo comercial e
aguaad libitum O inicio dos tratamentos ocorreu no 23° dia deléde se encerrou no
53° dia, com duracéo de 30 dias de tratamentogsamachos, o tratamento ocorreu em

dias alternados. No 53° dia de tratamento os asifmapares foram sacrificados. Os
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animais pares foram mantidos vivos, somente cordadeis de alimentacdo e sem
tratamento. Na idade adulta, estes foram sacrdEasl tecidos foram retirados para
estudos e andlises posteriores. O protocolo expatahfoi adaptado de Stocker et. al.;
(2000).

3.3 EXPOSICAO A NANOPARTICULA DE SAIS DE PRATA

A administracdo de nanoparticulas de sais de prtata tamanho de 60
nandmetros e concentracao de 0,02 mg/mL da SigmhachAl(730815) iniciou-se no 23°
dia de idade, fase onde todos os animais forandpsgsra homogeneizacado dos lotes e
determinacdo das quantidades orais didrias em dudgdpeso. As pesagens foram
realizadas diariamente, até os 90 dias de idaddoseas de nanoparticulas de prata foram
baseadas em valores toxicologicos obtidos a pdetiprodutos terapéuticos com prata
idGnica. Em primeiro lugar, considerou-se a doseahde 0,005 mg/kg de peso corporal,
1-100 vezes mais baixa do que a dose terapéuthdlBERG et al., 2010). Assim, as
doses experimentais foram baseados em trés vepas (g/kg de peso corporal) e dez
vezes (0,050 mg/kg de peso corporal), a dose inid&a o tamanho da particula foi
escolhido, por ser um tamanho intermediario ergreamanhos que estavam disponiveis
para compra e por apresentar poucos dados toxicog)gendo uma particula nova no
mercado.

O volume oral diario de nanoparticulas de saigrdta foi de 0,25 mL/100g PC e
nas concentragdes de 0,0 mg no grupo controle5Or@eflKg/dia no grupo de tratamento
01 e de 0,050 mg/Kg/dia no grupo tratado 02. A aitragdo de nanoparticulas de sais
de prata ocorreu através de ingestdo forcada (gavagma vez ao dia, sempre no
mesmo horario, as 8 horas da manha e em diasatesnou seja, a cada 48 horas. A
administracdo por gavagem teve como objetivo aitnatdo da dose administrada e
observacao de sua total ingestdo. Conferindo-sesaiel existéncia de um refluxo e
garantindo a néo interferéncia da alimentacdo,oqgoere durante o periodo noturno em
maior escala.

Diariamente, quando da administracdo do produtdlilgicdo era feita no

momento do fornecimento aos animais para garaogr o houvesse influéncia do
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diluidor, a base de solucao fisioldgica, na intdggie do produto. Desta forma, foram
calculados os volumes a serem administrados aosgmane feita a diluicdo da quantidade
necessaria para cada grupo de tratamento.

No grupo controle era administrada por gavagena égstilada. A solucéo de uso
do grupo tratamento 01 (0,015 mg/Kg/dia) sendduécdo na proporcao de 0,15 mL do
produto e 0,85 mL de agua destilada, para o tetdl,d mL. Para o grupo tratamento 02
(0,050 mg/Kg/dia) sendo a diluicao de 1:1.

A gavagem foi realizada com auxilio de sonda @@th aco inoxidavel, de 1 mm
de diametro por 5 cm de comprimento e acoplada ma seringa de 1mL de volume
total. Na diluicAo das nanoparticulas de sais de@ap@m suspensdo aquosa, utilizaram-se
pipetas e vidrarias esterilizadas. O produto coralentilizado para o tratamento foram as
nanoparticulas de sais de prata com tamanho dear@@etros e concentracédo de 0,02
mg/mL da Sigma-Aldrich (730815).

3.4 VERIFICACAO DA SEPARACAO BALANOPREPUCIAL (IDAD E A
PUBERDADE)

Para determinacdo da idade a puberdade, foiagddizomo método a avaliacdo
da separacao balanoprepucial, que é a separagioadasa prepucial e exteriorizagdo da
glande peniana (KORENBROT et al.; 1977).

A monitoracédo da separacdo do prepucio e expod@gdpande do pénis iniciou-
se no 33° dia de idade para todos os animais ds tmigrupos, realizada uma vez ao dia,
no momento da pesagem, pela manha até a constatmc&paracdo da pele e exposicao
completa da glande, visto que a puberdade é coad@eomo um fendmeno continuado
gue mostra como marco de referéncia a total sej@tzglanoprepucial. No momento da
constatacdo da puberdade, através da exposicanopedpucial, os animais foram

pesados a fim de determinar esse parametro a @adeerd
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3.5 COLHEITA DE TECIDOS

Aos 53 ou 90 dias de idade os animais foram asiadt®s com anestesia geral,
associacao de cloridrato de quetamina (Dopalen br¥ietls) + cloridrato de xilazina
(Anasedan —Ceva)) e entdo foi realizada a pungé@fiaca para colheita do sangue e em
seguida, os animais foram eutanasiados atravésaithcdo para colheita de tecidos
para analises posteriores: testiculos, glandul&cwes (vesicula seminal), epididimos,
préstata ventral, rim e figado. Os procedimenstdcedescritos nos subitens a seguir.

3.5.1 Sangue

A colheita de sangue foi realizada pela manh& pzatracdo do soro, objetivando
as dosagens hormonais e bioquimicas. As amostraardgplie foram depositadas em
tubos a vacuo e em seguida foram centrifugadasO@ Bim por 10 minutos. O soro
separado foi acondicionado em tubo timpendorfe congelado a -80 °C para posterior

analise laboratorial.

3.5.2 Tecidos reprodutivos

ApOs a eutanasia, os testiculos, os epididimogesdcula seminal (glandula
vesicula) e a préstata ventral foram dissecadossados em balanca de precisdo. A
vesicula seminal foi pesada antes e apds a renutacélaido vesicular, dando origem a
dois parametros: peso da vesicula seminal reple¢s®@ da vesicula seminal drenada. Os
pesos foram transformados em proporcdes relatival0G g de peso vivo para

subsequentes analises e comparagdes.
3.5.3 Figado e rins
Amostras de figado e rins foram retiradas, pesadalhidas para estudo

histologico. Assim que retirados do animal, os ésg@ram pesados e um fragmento foi

fixado em solucdo de Bouin por 8 horas e postegate foram incluidos em parafina
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(protocolo convencional de inclusdo em parafing.b®cos foram entdo cortados em
microtomo na espessura de 5 pum, os cortes colocsalm® Iamina e corados por

hematoxilina e eosina para observacao da morfologia

3.6 CONTAGEM ESPERMATICA

Para realizacdo da contagem espermatica forartadok o testiculo direito e os
epididimos sendo este ultimo dividido em suas pé@des: cabeca, corpo e cauda. A
contagem espermaética foi realizada de acordo combRx al.; (1978), e algumas
modificagbes. O testiculo direito foi retirado, dpsulado e pesado apods a colheita. Logo
em seguida, este foi homogeneizado em 5 mL de 89%aCl contendo 0,5% Triton X-
100, seguido por sonicagdo durante 30 segundoiPdp uma diluicdo de 10 vezes,
uma aliquota de cada amostra foi colocada em cadeafdeubauer e as espermatides
maduras contadas. A producdo de espermatozoide fedtaalculada por grama de
testiculo e por testiculo. A producdo espermatiéaiad também foi calculada nessa
condicdes, sendo que a producao de espermatoziidnliss foi determinada dividindo-se
0 numero total esperméatides contadas por testfmuid,1, que é o nimero de dias do
ciclo seminifero para o qual essas espermatidae pstsentes no epitélio seminifero.

Os dois epididimos foram separados do tecido adigodivididos em cabeca,
corpo e cauda, cada parte foi seccionada em peg/fi@gmentos com lamina de bisturi,
seguidos por homogeneizacdo em 3,0 mL de NaCl @@¥endo Triton X 100 0,5% e
sonicacao por 30 segundos. Apos uma diluicdo dee28s, cada amostra foi transferida
para camaras de Newbauer para a contagem de etigesw@afim de determinar o tempo
de transito testicular.

A reserva espermatica foi calculada através daeruracdo espermatica x40
multiplicada por 3 (volume da solucéo de Tritongual foi homogeneizado o segmento
cauda). O tempo de transito dos espermatozoidagéatida cabeca, corpo e cauda do
epididimo foram calculados dividindo-se 0 nimeroedpermatozoides em cada uma
dessas porcoes por dia (PIFFER et al.; 2009; RQBRB;e1978).
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3.7 ANALISE MORFOMETRICA DOS TESTICULOS

Apbs a retirada do testiculo esquerdo dos anireates foram fixados em Bouin
por 8 horas, tratados com alcool e logo em segindasos em parafina (protocolo
convencional de inclusdo em parafina). Os bloco®cddos incluidos em parafina foram
cortados em microtomo na espessura de 5 um, sendartes colocados sobre [amina e
corados por hematoxilina e eosina. Esses corteamfosubmetidos as analises
histopatoldgicas de tecidos e morfometria dos tgséminiferos.

A morfometria linear dos tubulos seminiferos fealizada pela mensuracdo do
diametro tubular (medida considerada da laminal lz@&a outra lamina basal no sentido
oposto), espessura epitelial e diametro luminakeolados na magnitude de 100X.

Foram selecionados os campos com cortes histo®gioc sentido transversal dos
tubulos, desconsiderando-se aqueles em sentidatudimgl. Essas estruturas estédo

representadas na figura abaixo.

"N / ! === Diimetro luminal
S / £ Espessura epitelial
e Ty el Diametro tubular

Figura 01 — Estruturas representativas de um tigeranifero.

Selecionou-se aleatoriamente 10 campos por lacemacortes transversais, onde
foram marcados pontos de medidas, sendo esseffichaes como diametro tubular,
espessura epitelial ou diametro luminal, tabulagtogim. Para cada tubulo calculou-se
as médias para as referidas medidas e, entdo,ia deédada campo. A medida para cada
animal foi obtida pela média de todos os campodisade@s. Essas medicbes foram

realizadas com auxilio do software tpsDig2.
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3.8 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL E DA FUNCAO HEPATICA

Para avaliacdo da funcdo hepatica foram realizagdamalises de ALT (alanina
aminotransferase) e AST (aspartato aminotransfer®sea avaliacdo da funcao renal

foram realizados os testes de Creatinina e Uréia.
3.9 DOSAGEM SERICA DE TESTOSTERONA E ESTRADIOL

O kit utilizado nesse experimento foi o de radioimunaenem fase solida
marcado com®1 designado para a dosagem quantitativo da testostetotal e para
estradiol total, em soro sem extracdo (Testoste@oed-A-Count e Estradiol Coat-A-
Count, Siemens Health Care Diagnostics, Los Ang€lés USA).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis estudadas foram primeiramente subatiaos testes de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e homocedasti®daelo teste de Bartlet. Quando
alguma premissa do teste paramétrico ndo foi a@gptou-se por utilizar testes néo-
paramétricos para as medias e testes posteriomsideérou-se diferenca estatistica
guando o valor de p foi inferior a 0,05. Os valdi@am expressos em média (x) e erro-
padrédo da média (x E.P.M.). Todas as andlises fefetuadas com a utilizacdo do
software Statistica 7.0, StatSoft Inc.

A andlise dos dados relativos as pesagens difviasalizada pela anélise
multivariada de variancias (MANOVA), através do relmdlinear generalizado (GLM).
O peso foi comparado entre os diferentes grupagre diferentes idades, considerando-
se a evolucdo esperada pelo crescimento corpotidade a puberdade foi analisada de
forma ndo-paramétrica pelo teste de Kruskal Wall@s-teste de Dunn. Todas as demais
analises foram realizadas pela ANOVA e pos-tesfeutkey HSD.
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4. RESULTADOS

As possiveis alteragbes provocadas aos ratos sachados durante todo o
periodo experimental com as nanoparticulas de pgostan determinadas através da
evolucdo do peso corporal, peso e idade a pubergade dos tecidos (figado, rim e
préstata), diametro tubular e luminal, espessurigelgg dos tlubulos seminiferos,
concentracdes séricas de testosterona e estnaeldal, médio dos testiculos, epididimos e
glandulas vesiculares, producdo espermatica dimiaesticulo, reservas espermaticas,
tempo de transito no epididimo e dosagens biogasmie creatinina e uréia. Todos os
dados estdo apresentados em tabelas com seudixespealores médios + Erro Padréo
da Média (EPM) quando paramétricos e por mediaiaegevalo interquartilico (1Q),
guando ndo paramétricos. Para os dados dos pap8metnalisados houve

homogeneidade dos dados, que permitiram o usedtestestatisticos propostos.

4.1 EVOLUCAO DO PESO CORPORAL

O desenvolvimento corporal dos animais foi avaliattavés da evolugéo do peso
individual desde o dia do desmame, até o 53° @i idade. Dessa forma, os animais
foram pesados diariamente pela manha.

A avaliacdo dos pesos dos animais teve como wbjeterificar possiveis
comprometimentos no desenvolvimento causados fikfacdo das nanoparticulas.

Constatou-se que ndo houve diferenca estatistaficativa na evolucdo do
peso corporal dos animais, ao longo do experimanmttvye 0s animais do grupo tratado
com as nanoparticulas e do grupo controle (Grddith Sendo assim, houve relativa
linearidade e similar desenvolvimento dos animeaiambos os grupos.

As nanoparticulas ndo causaram alteracbes noirom#o dos animais que
pudessem prejudicar o desenvolvimento corporal abdestes.

Foram feitas comparacdes entre 0s grupos, obsvamatamento, idade e
tratamento x idade.
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Grafico 01 — Evolucdo do peso corporal dos grupmd#role e tratados ao longo do

periodo experimental de 23 a 90 dias de idade &8 Mlistar submetidos a diferentes

concentracdes de nanoparticulas de sais de préd®#@ mg/Kg/PC, . 0,015 mg/Kg/PC
e 0,050 mg/Kg/PC (n=30).

4.2 PESO E IDADE A PUBERDADE

O parametro utilizado para a determinagcdo da idageberdade foi a separacéo

balanoprepucial e exposicdo da glande penianatpdos os animais a partir do 33° dia

de vida. Quando constatada a puberdade, os anim@s pesados e os valores

registrados para comparacao estatistica.

A tabela 01 apresenta os valores de peso medRM:&idade média a puberdade

* 1.Q., demonstrando que ndo houve diferenca sogwiva (p> 0,05) para a caracteristica

peso a puberdade entre os grupos tratados e @niéopara a caracteristica idade média
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a puberdade houve diferenca significativa (p< Q,@b) seja, os animais dos grupos
tratados atingiram a puberdade mais tardiamentndypiobservada a idade em que esta

foi alcancada, comparando-se os grupos tratadoscc@mpo controle. (Tabela 01 e
Gréfico 02).

Tabela 01 - Peso (médias + EPM) e idade (mediaimietvalo Quartilico) a puberdade

de ratos Wistar submetidos a tratamento com natioplas de prata dos 23 aos 53 dias
de idade (n=30).

Grupos Peso (g) £ E.P.M. Idade (dias) £ I. Q.
0,00 mg/Kg/PC 210,3 + 3,74 46,00 + (44,75 a 47,00)
0,015 mg/Kg/PC 217,8 +4,17 48,50 + (47,00 a 49:00)
0,050 mg/Kg/PC 213,3+4,79 49,00 + (48,00 a 49,25)

Médias com letras diferentes na mesma coluna dif@®atisticamente a, b (p<0,05) a,c
(p <0,01).

551
*k%k

m
% 50 **
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Grafico 02 — Idade Média + EPM, a puberdade desrdftstar submetidos a tratamento

com nanoparticulas de prata dos 23 aos 53 diadgadk i(n=30). ** (p< 0,05) ***
(p<0,01).
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4.3 ANALISE DOS PESOS DOS TECIDOS RETIRADOS

4.3.1 Peso médio dos testiculos e epididimo

Apbs a retirada, os testiculos foram pesadospidddémo foi dividido em cabeca,
corpo e cauda. As médias dos pesos dos testiculos segmentos cabeca, corpo e
cauda dos epididimos estdo representados nass@2eéa03.

O peso dos testiculos, aos 53 dias, ndo difegnif&iativamente entre o grupo
0,015 mg/Kg/PC e o grupo controle. No entanto, pagaupo 0,050 mg/Kg/PC o peso
médio dos testiculos esquerdos foi superior aargogcontrole (p< 0,05). Aos 90 dias,
apos o total desenvolvimento testicular ndo houlerethca significativa entres os
grupos tratados comparando-os com o grupo conttelapnstrando que o efeito ndo se

manteve apos a idade adulta.

Tabela 02 - Peso médio dos testiculos esquerddd@ogyde PC) nos grupos estudados
(Médias £ EPM) submetidos a tratamento com naniopdas de prata dos 23 aos 53
dias de idade (n=15).

Grupos 53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 0,5238 + 0,008932 0,4247 £ 0,009743
0,015 mg/Kg/PC 0,5227 +0,01421 0,4690 £ 0,01282
0,050 mg/Kg/PC 0,5760 + 0,01052 0,4245 +0,01600

Médias com letras diferentes na mesma coluna difestatisticamente a, b (p<0,05).

Ja& os epididimos apresentaram diferencas sigivtisa entre 0s segmentos
estudados. Aos 53 dias no segmento cabeca obsedifesenca significativa somente
entre o grupo 0,050 mg/Kg/PC e o grupo controlea®a outros segmentos estudados
(corpo e cauda) ndo se observa nenhuma diferegigdicativa aos 53 dias. Aos 90 dias
no segmento cabeca observa-se diferenca signiicatbmente entre o grupo 0,015
mg/Kg/PC e o grupo controle. Nos outros segmenfas mouve nenhuma diferenca

significativa.
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Tabela 03 - Peso médio por segmentos em cabeca(@agtle PC) corpo (mg/100g de
PC) e cauda (mg/100g de PC) dos grupos estudadégdigdl+ EPM) de ratos Wistar

submetidos a tratamento com nanoparticulas de goat@3 aos 53 dias de idade (n=15).

53 Dias
Grupos Cabeca Corpo Cauda
0,000
0,04861 + 0,001 0,008964 + 0,00072 0,02904 + 0,0013
mg/Kg/PC
0,015
0,05452 +0,0027 0,008116 + 0,0012 0,02562 + 0,0011
mg/Kg/PC
0,050
0,05862 + 0,0030 0,007487 + 0,00066 0,02680 + 0,0010
mg/Kg/PC
90 Dias
Grupos Cabeca Corpo Cauda
0,000
0,07763 + 0,001362 0,01044 +0,001270 0,06100 + 0,0019
mg/Kg/PC
0,015
0,09088 + 0,004719 0,01191 +0,001372 0,06627 + 0,0040
mg/Kg/PC
0,050 0,009398 +
0,08120 + 0,002318 0,06185 + 0,0026
mg/Kg/PC 0,001153

Médias com letras diferentes na mesma coluna difestatisticamente a, b (p<0,05).

4.3.2 Peso médio da vesicula seminal

Outro segmento androgeno dependente estudado mamesiculas seminais ou
glandulas vesiculares, que apresentaram diferesggsficativas entre 0s grupos
estudados. Foram analisadas as vesiculas semepésas de liquido seminal e também
apos a retirada do fluido (drenadas). As vesicsgmsinais quando avaliadas repletas de
liquido seminal mostraram-se de diferentes peso®,@b) aos 53 dias de tratamento em
ambos os grupos tratados em relacdo ao grupo tmnas 90 dias ndo houve diferenca

significativa para nenhum grupo tratado (Tabela @rafico 03).
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Na tabela 05, encontramos os resultados quandeesisulas seminais foram

drenadas. Apos a retirada do fluido, notou-se @uehouve nenhuma diferenca (p< 0,05)

entre 0s pesos dos grupos tratados em relagcdoupo gontrole em ambos os dias de

tratamento.

Tabela 04 - Peso médio (Médias + EPM) das ves@dainais ndo drenadas (mg/100g

de PC) de ratos Wistar submetidos a tratamentor@mparticulas de prata dos 23 aos

53 dias de idade (n=15).

Grupos 53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 0,1946 + 0,01917 0,3613 £ 0,02225
0,015 mg/Kg/PC 0,1110 + 0,01134 0,3224 £ 0,02947

0,050 mg/Kg/PC

0,1252 + 0,01880

0,3197 +£0,02198

Médias com letras diferentes na mesma coluna difestatisticamente a, b (p<0,05).

0.254

0.204

0.154

0.104

0.054

0.00

0 mlg/kg

Undrained seminal vesicle (mg/100 g of BW)

0,015 mg/kg 0,050 mglkg

Grafico 03 — Peso Médio + EPM das vesiculas semimpletas a puberdade de ratos

Wistar submetidos a tratamento com nanoparticidgsrata aos 53 dias, (n=15). ** (p<

0,05)
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Tabela 05 - Peso médio (Médias + EPM) das vesa#ainais drenadas (mg/100g de
PC) de ratos Wistar submetidos a tratamento coropaaticulas de prata dos 23 aos 53
dias de idade (n=15).

Grupos 53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 0,1240 £ 0,01746 0,1686 + 0,008339
0,015 mg/Kg/PC 0,1013 £+ 0,01290 0,1616 + 0,004197
0,050 mg/Kg/PC 0,1079 £ 0,01154 0,1666 + 0,006083

4.3.3 Peso médio da prostata ventral

Foi também retirada a préstata ventral, outro segonandrogeno dependente.
Para esta analise houve diferencas significatipasas entre o grupo 0,050 mg/Kg/PC e
0 grupo controle aos 53 dias de tratamento (p<)0N& tabela 06 estdo expressos 0s

resultados.

Tabela 06 - Peso médio (Médias + EPM) da prostatdral (mg/100g de PC) de ratos
Wistar submetidos a tratamento com nanoparticidgsrata dos 23 aos 53 dias de idade
(n=15).

Grupos 53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 0,05275 + 0,005340 0,09802 + 0,004663
0,015 mg/Kg/PC 0,05024 + 0,004691 0,1130 £ 0,01487
0,050 mg/Kg/PC 0,07219 + 0,004261 0,1088 + 0,004160

Médias com letras diferentes na mesma coluna difestatisticamente a, b (p<0,05).

4.3.4 Peso médio do figado e rim

Foram retiradas amostras de figado e rim dos aiea estudo. Para estas

analises ndo foram observadas diferencas naseméktatisticas.
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Apbs a coleta de sangue, as amostras foram dakizpara avaliacdo da funcéo

hepética e renal. Para avaliar a funcao hepaticanfaealizadas as andlises de ALT e

AST. E para avaliacdo da funcédo renal foram reddigas testes de Creatinina e Uréia.

Nas duas andlises os resultados ndo foram sighifisa 0 que indica que os sais de
nanoparticulas de prata testados ndo afetaram @stgées. Os resultados estdo

colocados na tabela 07 e 08.

Tabela 07 — Avaliagédo bioquimica da funcdo hepasitaves da dosagem sérica de ALT

e AST dos grupos estudados (Médias + EPM) de Mfistar submetidos a tratamento

com nanoparticulas de prata dos 23 aos 53 diatade (n=15).

Grupos ALT

AST

53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 42,80 + 3,878 47,60 + 2,657
0,015 mg/Kg/PC 49,80 +9,447 52,40 + 1,913
0,050 mg/Kg/PC 46,75 £ 4,750 45,00 £ 1,975

53 Dias 90 Dias

131,446 140,4 £ 10,96
1429063 137,0+27,21
12130867 113,2 +15,46

Tabela 08 — Avaliacdo bioguimica da funcdo renalavas da dosagem sérica de

Creatinina e Uréia dos grupos estudados (Médi&PM) de ratos Wistar submetidos a

tratamento com nanoparticulas de prata dos 233d&5 de idade (n=15)..

Grupos Creatinina Uréia
53 Dias 90 Dias 53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 0,1680 +£0,0086 0,2420 +0,01020 36,40+1,860 @2,3,010
0,015
0,1500 £ 00,0208 0,2120 +0,02518 40,80 +3,541 @&%,3,370
mg/Kg/PC
0,050

0,2025 +0,0063 0,2500 +0,01225 40,50+2,754 @2,3,311

mg/Kg/PC
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4.5 CONCENTRACOES SERICAS HORMONAIS

O efeito da exposicao aos sais de nanoparticelggala sobre a endocrinologia
dos animais foi avaliada através das dosagensotasrmtracoes séricas de testosterona e

estradiol. A andlise desses resultados esta deacsiguir.

4.5.1 Testosterona Sérica

A concentracdo sérica de testosterona foi sigiifiamente diferente entre os
grupos controle e grupo 0,050 mg/Kg/PC aos 53 alsignificativamente diferente entre
0s grupos controle e grupo 0,015 mg/Kg/PC aosif® @ < 0,05). Os dados estao

colocados na tabela 09 e gréfico 04.

Tabela 09 - Concentragéo sérica de testosterondL{ngédia + EPM) para as amostras
de ratos Wistar submetidos a tratamento com natiopias de prata dos 23 aos 53 dias
de idade (n=15).

Grupos Testosterona Sérica
53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 37,31 +£10,85 98,60 + 18,19
0,015 mg/Kg/PC 52,92 + 4,392 46,61 + 7,152
0,050 mg/Kg/PC 85,45 + 6,926 63,05+ 8,990

Médias com letras diferentes na mesma coluna difestatisticamente a, b (p<0,05).
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Grafico 04 — ConcentracOes séricas de testostefogial) aos 53 e aos 90 dias,
respectivamente nos grupos controle e tratadoatde kVistar submetidos a tratamento
com nanoparticulas de prata dos 23 aos 53 diatade (n=15).

4.5.2 Estradiol Sérico
Os valores séricos do horménio estradiol entre gogpos estudados nao

apresentaram diferencas estatisticas significafvas0,05). Os dados estdo apresentados
na tabela 10.
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Tabela 10 - Concentracdo sérica de estradiol (ngitikdia + EPM) de ratos Wistar

submetidos a tratamento com nanoparticulas de goat@3 aos 53 dias de idade (n=15).

Grupos Estradiol Sérico
53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 6,872 £ 1,945 10,60 £ 5,046
0,015 mg/Kg/PC 6,358 + 1,781 5,562 + 2,161
0,050 mg/Kg/PC 6,218 + 2,855 6,428 + 3,229

4.6 MORFOMETRIA TESTICULAR

Apés o preparo das laminas com cortes de tecidtcuéar, estas foram
fotomicrografadas e entdo medicdes foram realizadas auxilio do software tpsDig2,
figura 01.

4.6.1 Diametro tubular e luminal e espessura egiial dos tubulos

seminiferos

O estudo das fotomicrografias dos cortes histotiggidos tubulos seminiferos
testiculares dos grupos tratado e controle demaomgsfue ocorreram variagcoes entre eles.

A andlise estatistica demonstrou diferencas (p05)ho didametro luminal entre
0S grupos estudados, sendo o diametro luminal nmugioor no grupo 0,015 mg/Kg/PC
aos 53 dias de estudo em relacdo ao controle. Boa8 a reducdo no diametro luminal
ocorreu para ambos 0s grupos.

Como o epitélio germinativo é o responséavel petalpcdo de espermatozoides,
nota-se que os animais do grupo controle tiveram umaior proporgcao/espessura do
epitélio germinativo em relacdo aos animais tragadda analise estatistica observa-se
diferencas entre o grupo controle e o grupo tratda@i5 mg/Kg/PC aos 53 dias de
tratamento. J& aos 90 dias de estudo observassdiBsenca entre 0 grupo controle e o
grupo 0,050 mg/Kg/PC.

As médias do didametro tubular dos grupos tratadmrrole ndo revelaram

diferenca estatistica significativa (p < 0,05).
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De acordo com os dados descritos nas tabelas?1d,1B, apesar das diferencas
estatisticas apresentadas para espessura emteli@metro luminal, o diametro tubular
apresentou-se sem Vvariacfes estatisticas. Isto ndén@moque os testiculos tinham

tamanhos similares e o que diferiu foram as estigtdo epitélio germinativo.

Tabela 11 - Diametro luminal de tdbulos seminifg/dgdias £+ EPM) de ratos Wistar

submetidos a tratamento com nanoparticulas de goat@3 aos 53 dias de idade (n=15).

Grupos Diametro Luminal
53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 213,4 + 8,897 257,6 + 5,518
0,015 mg/Kg/PC 169,9 + 2,827 177,6 + 5,168
0,050 mg/Kg/PC 193,6 + 4,745 179,9 + 4,782

Médias com letras diferentes na mesma coluna difestatisticamente a, b (p<0,05).

Tabela 12 - Diametro tubular de tabulos seminifé¢idedias + EPM) de ratos Wistar

submetidos a tratamento com nanoparticulas de @oatd3 aos 53 dias de idade (n=15).

Grupos Diametro Tubular
53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 463,4 + 16,73 488,9 + 11,74
0,015 mg/Kg/PC 445,1 + 11,26 475,7 £ 15,12
0,050 mg/Kg/PC 476,6 + 4,262 494,8 + 10,12

Tabela 13 — Altura epitelial de tubulos seminife(d@dias + EPM) de ratos Wistar

submetidos a tratamento com nanoparticulas de goat@3 aos 53 dias de idade (n=15).

Grupos Espessura Epitelial
53 Dias 90 Dias
0,00 mg/Kg/PC 124,7 + 2,938 128,1 + 4,442
0,015 mg/Kg/PC 110,7 + 2,128 130,9 + 2,72%
0,050 mg/Kg/PC 120,9 + 2,787 140,6 + 2,228

Médias com letras diferentes na mesma coluna difestatisticamente a, b (p<0,05).
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e : J.C.H
Figura 02 — Fotomicrografias das laminas com cateetecido testicular, onde podemos

observar tamanho do diametro tubular, diametrodaimeé a espessura epitelial, em A)
Grupo 0,015 mg/Kg/PC aos 53 dias; em B) Grupo 0ragKg/PC aos 90 dias e em C)
Grupo 0,00 mg/Kg/PC aos 53 dias, de ratos Wistdimstidos a tratamento com

nanoparticulas de prata dos 23 aos 53 dias de {(dad§).

4.7 CONTAGEM ESPERMATICA

Todos os dados abaixo estdo colocados na tabela 14

4.7.1 Producéo espermatica total por grama de tiésulo

Através da contagem de espermatides maduras $eiy@b o calculo da producéo

espermatica total por grama de testiculo. A anaksatistica para esta caracteristica nao

demonstrou diferenca significativa entre os grupostrole e tratados, aos 53 dias de
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tratamento, embora os valores numeéricos demonstraior producdo de esperméatides
nos animais do grupo controle. Mas, observou-satifa significativa (p < 0,05) entre
0s grupos controle e tratados aos 90 dias, revelamehor producdo espermatica nos

animais dos grupos tratados. (Gréfico 05).
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Gréfico 05 — Producdo espermatica total®g0de testiculo aos 90 dias de ratos Wistar

submetidos a tratamento com nanoparticulas de ¢oatd3 aos 53 dias de idade (n=15).

4.7.2 Producgéo espermatica total por testiculo

Através da contagem de espermatides maduras $eiv@b o calculo da producéo
espermatica total por testiculo. A andlise estedigiara esta caracteristica demonstrou
diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupostrole e tratados, apenas aos 90 dias,

revelando menos producao espermatica nos animsigrdpos tratados, grafico 06.
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Gréfico 06 — Producdo espermatica total ®/1testiculo aos 90 dias de tratamento de
ratos Wistar submetidos a tratamento com nanop&sicle prata dos 23 aos 53 dias de
idade (n=15).

4.7.3 Producgao espermatica diaria por grama de século

Através da contagem de espermatides maduras $eiv@b o calculo da producéo
espermatica diaria por grama de testiculo. A am&@statistica para esta caracteristica
demonstrou diferenca significativa (p < 0,05) emtsegrupos controle e tratados apenas
aos 90 dias de tratamento, revelando menor prodesfermatica nos animais dos

grupos tratados, sendo também muito elevada nosando grupo controle, grafico 07.
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Gréfico 07 — Producdo espermatica diaria®¥@Gtesticulo aos 90 dias de tratamento de
ratos Wistar submetidos a tratamento com nanop&sicle prata dos 23 aos 53 dias de
idade (n=15).

4.7.4 Producéo espermatica diaria por testiculo

Através da contagem de espermatides maduras $eiv@b o calculo da producéo
espermatica diaria por testiculo. A andlise esiedipara esta caracteristica demonstrou
diferenca significativa (p < 0,05) entre o grupmtrole e tratado apenas aos 90 dias de
tratamento, revelando menor producdo espermatisaanonais dos grupos tratados,

gréfico 08.
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Gréfico 08 — Producéo espermatica diaria®st0aos 90 dias de tratamento de ratos
Wistar submetidos a tratamento com nanoparticidgsata dos 23 aos 53 dias de idade
(n=15).

4.7.5 Reservas espermaticas

Houve diferenca estatistica significativa entregogpos estudados para o item
reservas espermaticas. Os animais do grupo tratadmmetidos a intoxicacdo com
nanoparticulas de prata apresentaram menor coacéatde espermatides nos segmentos

cabeca+corpo e cauda dos epididimos (p<0,05)cgor@f e 10.

404 404

Gréfico 09 — Reserva espermatica CB + CP e CD 3addids, respectivamente de ratos

Wistar submetidos a tratamento com nanoparticilgsata dos 23 aos 53 dias(n=15).
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Grafico 10 — Reserva espermética CB + CP e CD aa#ig®, respectivamente de ratos
Wistar submetidos a tratamento com nanoparticidgsata dos 23 aos 53 dias de idade
(n=15).

4.7.6 Tempo de transito espermatico

O tempo de transito espermatico também demonstliferenca estatistica
significativa, nos segmentos cabeca+corpo e cawdaepididimos entre 0s grupos
controle e tratados aos 53 dias de tratamentdcgrat. J4 aos 90 dias de tratamento nédo

se observa diferenca significativa.
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Grafico 11 — Tempo de transito espermatico CB +e@FD aos 53 dias, respectivamente
de ratos Wistar submetidos a tratamento com natiopias de prata dos 23 aos 53 dias
de idade (n=15).
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Tabela 14 — Peso corporal, peso dos 6rgdos reprosluproducéo espermatica diaria, reserva espiganad epididimo e tempo de transito

espermatico de ratos Wistar machos submetidoggidat;do por nanoparticulas de sais de prata ae983lias de tratamento (Médias + EPM).

Variavel

53 Dias

90 Dias

0,00 mg/Kg/PV
Producédo espermatica total

10°%g Testiculo 67,55 + 11,47

10°/ Testiculo 89,40 + 15,19
Producéo espermaética diaria

10°g Testiculo 11,07 +1,88

10°/ Testiculo 14,66 + 2,49
Reserva Espermatica (19)
Cabeca + corpo

do epididimo 29,25 + 4,96
Cauda do
epididimo 27,60 + 6,258

Tempo de Transito Espermatico
Cabeca + corpo

do epididimo
(dias) 4,86 + 1,33
Cauda do
epididimo (dias) 2,659 + 0,83

0,015 mg/Kg/PV

62,76 £ 4,45

79,20 = 5,66

10,29 £ 0,73

12,98 £ 0,93

13,20 + 4,18

9,00 + 4,138

1,30+ 0,48

0,47 +0,18

0,050 mg/Kg/PV

48,21 49,9 109,3 +13,99

65,40 + 94,5 175,2 + 21,14

7,90 +1,63 17,93 +2,29

10,72 +2,3928,72 + 3,47

4,20 +1,20

3,00 + 0,00

0,70+0,25

0,58 + 0,258

171,88+ 31,9

479,4 + 66,02

8,50 + 1,05

27,29 £ 2,40

0,00/Kg/PV mg/Kg/PV

0,015
0,050 mg/Kg/PV

53,16 + 4,43 49,16 + 5,09

90,00 +9,63 78,00 + 7,28

8,71+0,72 8,06 +0,83

14,75+ 1,58 12,79+ 1,20
68,00 +

8,47 82,80 + 19,22
261,0 +

33,24 254,40 + 40,81
9,67+214 1052+2721
30,70+4,20 32,60+ 4,90
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5. DISCUSSAO

Muitos estudos tém indicado que a prata interag® grupos sulfidril das
proteinas e com o DNA, alterando assim as ligageshidrogénio, processos
respiratorios, desenrolando o DNA, alterando tamlzémivisdo celular e sintese da
parede celular. Ao longo dos anos, observou-seogueompostos de prata exibiam
atividade antibacteriana, assim foram desenvolvigasnanoparticulas de prata que
apresentam amplo uso, como na producdo de roupasméquinas de lavar, na
purificacdo da agua, em produtos de higiene pessmab creme dental, xampu e
desodorantes, em fraldas, em enxadgue de mamademagecidos, em filtros, em
utensilios de cozinha, em briquedos e humidificasloAlém disso a prata tem sido
amplamente utilizada em equipamentos e procedimatgatarios (RENE GARCIA et
al.; 2011).

Assim, as nanoparticulas de prata ganharam und@remteresse no campo da
nanotecnologia, por apresentarem boa condutividestapilidade quimica e catalitica,
atividade antibacteriana, antifingica e antiviralém de ser antiinflamatério
(MUKHERJEE et al.; 2001; SONDI e BRANKA, 2004; CHE& SCHLUESENER,
2008).

As vantagens de se obter uma droga nanoparticpkaaite que esta, apresente
longa estabilidade, alta capacidade de transpmapscidade de incoporar drogas hidro e
lipofilicas, pode ser administrado por varias vizgpacidade de sustentar a liberacéo da
droga, aumenta a biodisponibilidade dos farmacgdp alo farmaco a nivel celular e
nuclear, além da garantia da liberagcdo da drogaecido especifico no organismo.
(SIRONMANI e DANIEL, 2011).

Apesar de tantas vantagens, as nanoparticulastietpm se demonstrado téxica
em varios estudos, causando danos cerefptbiSSAIN et al.; 2006) e danos as células
do figado(HUSSAIN et al.; 2005), danos a pele causando iaose(CHEN, 2007). Em
um estudo onde foram utilizadas nanoparticulas rebsese mudancas drasticas nas
células, como apoptose e necrose celMBkRGARET et al.; 2006). Em outro estudo
com nanopatrticulas de prata observou-se a reduédticd da funcdo mitocondrial e a
viabilidade celula(PARK et al.; 2010).
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No nosso estudo, para constatacdo dos possivei®sefsobre reproducéo,
diversos parametros foram avaliados como pesode idgpuberdade, analises dos pesos
dos tecidos androgeno dependentes, como testicgpididimos, vesicula seminal e
préstata ventral, dosagens séricas de testosterestradiol, analises morfométricas dos
tubulos seminiferos com medidas da espessuraiabi@iémetro luminal e diametro
tubular, além da contagem de espermatides madurasnstatacdo das reservas
espermaticas testiculares e tempo de e transit@rradfico. Nossos resultados
demonstram que a administracdo de AgNPs na prégmade pode afetar de forma
negativa a producao espermatica que persiste hadad adulto.

Os pesos corporais dos animais durante o peripperimental ndo revelaram
diferencas entre os grupos estudados. Num estudkllsmnte de PARK et al.; (2010), foi
utilizado nanoparticulas de prata oralmente Imgigamanhos de 22, 42, 71 e 323 nm
e néo foi observado nenhuma diferenca no peso @mpas animais tratados em relagéo
ao grupo controle. J& no estudo de Samberg €R@lL0), ocorreram alteracées no peso
corporal em suinos expostos a AgNPs, provavelnuawielo a concentragéo utilizada.

A antecipacdo ou o atraso do desenvolvimento depirem é influenciado pelos
hormbnios sexuais e pode ser avaliada pelo par@dmdade a puberdade. No
experimento foi utilizada a técnica de separacdanbarepucial e observacdo da
exposicdo da gland&KORENBROT et al.; 1977, STOKER et al., 2000). Aa@acao
balanoprepucial é desencadeada pelo aumento desntatdes séricas de testosterona
no periodo pré-pubere (KORENBROT et al.; 1977). steestudo os grupos tratados
atingiram a puberdade tardiamente. Os animaisdwataom AgNPs tiveram um atraso
(p< 0,05) na idade a puberdade sendo 48,50 + (4¥.49,00) [grupo 0,050]; 49,00 +
(48,00 a 49,25) [grupo 0,015] vs 46,00 * (44,75/8@) para o controle, indicando um
efeito adverso das AgNPs sobre este parametrodpro. Apesar do atraso na idade a
puberdade ter ocorrido, ndo observou-se diferemgapesos dos animais tratados.

Os epididimos, vesicula seminal e ptéastventral, que sao tecidos andrégeno-
dependentes, foram retirados e analisados sepasatlanOs testiculos dos animais
tratados 0,015 apresentaram- se com peso supetes de alcancarem a idade adulta,
sendo que este efeito ndo se manteve até os 90ddiasatamento. Em um estudo

semelhant¢KIM et al.; 2010), os animais foram tratados cooses de 500 mg/kg/dia
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(tratamentos de 30, 125 e 500 mg/kg/dia por 13 sas)ae foi observado que o0s
testiculos do lado esquerdo dos animais apresemtsigmificativo aumento do peso ao
final do estudo. Talvez, esse efeito possa indioaa caracteristica de dose-dependéncia
da prata em estudo. O mesmo ocorreu com a prostateal, que apresentou um peso
superior somente aos 53 dias no 0,0igKg/PV. As vesiculas seminais apds serem
retiradas, foram pesadas e constatou-se que quapkitas de liquido aos 53 dias para
ambos 0s grupos. Ap6s 90 dias de tratamento esi@vehndo se manteve. Apds a
retirada do liquido ndo houve diferenca de pesa panhum grupo tratado. Sabe-se que
compostos contendo AgNPs podem influenciar negatvie a espermatogénese (Asare
et al., 2012; Braydich-Stolle et al., 2005; Carlstral., 2008; Hadrup, et al., 2012), ja
gue o periodo de pré-puberdade € muito suscetivellestancias potencialmente
desreguladoras enddcrinas (Skinner; Matthew, 2@8born, vom Saal, Soto, 1993;
Lucas; Fields; Hofmann, 2009; Braydich-Stolle et @010). Drosophilas expostas a
baixas concentracdes agudas de AgNPs, (5 mg [laflesentam decréscimo na
fecundidade. Niveis esperméaticos adversos com lmmraeentracdo foi a observada in
vitro em células de mamiferos com valores de 2382ade prata mg/kg/dia (Stensberg,
2011).

Orgdos como o figado e rim, foram retirados e g@sae nio foi observado
diferenca de peso dessas partes nos animais satdlém disso, com a coleta de sangue,
realizou-se a dosagem bioquimica das funcdes rerf@paticas, através dos indicadores
de ALT, AST, Creatinina e Uréia. Esses indicadorés tiveram valores alterados. A
partir desses resultados, observou-se que essg@efumantiveram-se normais, com a
administracdo de nanoparticulas de prata. No esfed&IM et al.; (2010)utilizando
doses de nanoparticulas de prata de 125 e 500 tiig'labservaram hepatotoxicidade
nos animais tratados em relagdo ao grupo contatden de observar que o colesterol
sérico apresentou niveis altamente significatid@sno estudo de Park et al.; (2010),
foram administradas doses de 0,25; 0,5 e 1 mg/lkgeRPs de 42 nm por 4 semanas, e
eles observaram que tanto a fosfatase alcalina @®8T apresentaram niveis séricos
maiores nos animais tratados com doses de 1 migda.pode ter relacdo com a dose-
dependéncia, que as Ag-NPs podem causar. Nota4sesso estudo, que foi agudo e em

doses baixas, a ndo alteracdo das funcdes hepétieammis. Embora observadas pelos
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outros autores, ocorreram com doses diferentesnet@manhos de particulas diferentes.
O importante foi a demonstracdo de que os resdtdtarmonais e andrégenos
dependentes observados néo foram causados conttadesule alteracfes sistémicas, e
sim do efeito do produto sobre os tecidos testoséedependentes.

Em relacdo aos hormonios testosterona e estrasiabora, no momento da
primeira analise hormonal, aos 53 dias de idadeatse observado maiores niveis de
testosterona para os tratados em relacdo ao angpedndo atingida a idade adulta aos
90 dias as concentragfes foram inversas, ou s@jayes no grupo controle e menores
nos grupos tratados. Estudos com maior namero deaan por grupo poderiam ser
indicados para tentar confirmar esta observacagursl nanomateriais podem causar
efeitos adversos sobre a reproducdo como mudancgadodo de secrecdo de
gonadotrofinas e neurotransmissores, alteragfefoldgicas em embrides, alteracdes
placentérias, efeitos teratogénicos, diminuicdoedpermatogénese e da motilidade
espermatica, diminuicdo das atividades das cétigasertoli e de Leydig (Ema et al.,
2010). Indicadores de toxicidade reprodutiva deoparticulas de sais de prata em
zebrafish Danio rerio), com grande similaridade ao DNA de ratos, incluela
mortalidade de embrifes, atrasos na taxa de ecties@oos, além de aberracdes da pele
causada pela Ag-NP, resultado de entrada de ndfoypas através da pele dos embrides.
O potencial efeito para causar danos a saude exéddade € concentracdo dependente.
Deposicdo de nanoparticulas na sistema nervosoacgmdem ter efeitos deletérios,
como danos ao DNA e aberracfes cromossomicas @shat al. 2008).

Quanto a morfometria testicular, constatewpse ndo houve diferencas no diametro
dos tubulos entre os grupos tratados comparandor grupo controle. Em um estudo
gue avalia a citotoxicidade e genotoxicidade enulaél humanas tratadas com
nanoparticulas de prata, observou-se que estaseapaeam formas celulares diferentes
guando comparadas com o controle, devido a pegdesano citoesqueleto, mas nao foi
observada a necrose cel(ldaBHARANI et al.; 2009).

No nosso estudo, observou-se que a exposicéanaparticulas de prata, diminui
a producdo espermatica total e diaria nos grupiados, quando estes chegarama a
idade adulta. Essa diminuigdo ocorreu tanto naredg@o quando por testiculo e por

grama de testiculo. Isso esta associado a dimmuigZepitélio germinativo dos tabulos
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seminiferos quando observados histologicamentem Adissso, avaliou-se o teor de
espermatozoéides nos epididimos, observando asvasseée esperma nos segmentos
cabeca, corpo e cauda. Em todos 0os segmentosujossdgratados, e em ambas as idades
de tratamento observou-se que a concentracdo eeregfes foi bem menor, quando
comparados ao grupo controle. Ja o tempo de todestermatico foi menor, em todos os
segmentos dos dois grupos tratados apenas aoaddlalitratamento. Esses dados séo
concordantes com 0s niveis de testosterona aom9@e idade. Sabe-se que a apoptose
das espermatogbnias ocorre espontaneamente ens fisielogicos normais (Allan;
Harmon; Roberts, 1992), mas pode ser aceleraddgii@iéncias de testosterona. O que
foi visto neste trabalho ja aos 90 dias de idadgafetogénese, por ser um processo
biolégico complexo, € particularmente sensivel ataminantes ambientais, tais como
produtos quimicos, e ha impacto negativo, diretdenasobre as células germinativas
(espermatogonias), ou indiretamente através deag@i@a sobre as células somaticas e
sobre a funcdo endocrina reprodutiva. Estes efgitmem diminuir a fertilidade, e
podem ter consequéncias negativas para o desemeoitd da prole. (Lucas; Fields;
Hofmann, 2009; Braydich-Stolle et al., 2010). Jsites dos diferentes tipos de
nanoparticulas sobre estas células germinativasnateas demonstram uma toxicidade
dependente da concentracdo (Asare et al., 201udato que os sais sollveis iBnicos
correspondentes ndo tem nenhum efeito significaisctAgNPs séo consideradas as mais
citotoxicas para a linhagem de células germinatimasitro (Braydich-Stolle, et al.,
2005). Em um estudo semelhante, utilizan@oosophilas expostas a baixas
concentracdes agudas de AgNPs, (5 mg L-1), ageeetecréscimo na fecundidade.
Niveis adversos com baixa concentracdo foi a obdanin vitro em células de

mamiferos com valores de 222 a 362 mg Ag / kg Sliensberg, 2011).
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6. CONCLUSAO

A exposicdo pré-pubere a compostos contendo AgNsderp influenciar
negativamente na producgdo, no transito e na resspermaticas. Em individuos adultos,
essa influéncia ocorreu de forma persistente, @edaccom os parametros e idades
avaliadas neste estudo. Ocorreram também alter&gesonais e do desenvolvimento
de tecidos andrégenos dependentes, na idade adpdbere na morfometria testicular,
embora algumas caracteristicas observadas aosa$h@o tenham se mantido aos 90
dias. Uma questdo importante, foi em relacdo aagdws das fungdes renal e hepatica,
gue se mantiveram normais durante todo o periogergmental. HA necessidade de
determinacdo de dados de exposicdo humana paracestposto decorrentes da
contaminacdo ambiental quanto das atividades diegiee envolvidas com seu uso
rotineiro na medicina humana, uma vez que seu ode, potencialmente, levar a danos

reprodutivos em individuos pré-puberes e adultos.



46

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alexander, J.; Aaseth, J.; Hepatobiliary transgortl organ distribution of silver in the

rat as influenced by selenitépxicology, v.21, n.3, p.179-186, 1981.

Allan; Harmon; Roberts, 1992). Allan, D. J.; HarmoB. V.; Roberts, S. A;
Spermatogonial apoptosis has three morphologicattpgnizable phases and shows no
circadian rhythm during normal spermatogenesisiénrat.Cell Proliferation. v.25, n.3,

p. 241-250, 1992.

Arora, S.; Jain, J.; Rajwade, J. M.; Paknikar, K; ®llular responses induced by silver
nanoparticles: in vitro studie§pxicology Letters, v.179, n.2, p. 93-100, 2008.

Asare, N.; Instanesa, C.; Sandberga, W. J.; Redsmé¢s Schwarzea, P.; Kruszewskib,
M.; Brunborg, G.; Cytotoxic and genotoxic effectissiver nanoparticles in testicular
cells. Toxicology, v. 291, p. 65-72, 2012.

Asharani, P. V.; Lian Wu, Y.; Gong, Z.; ValiyavektS.; Toxicity of silver
nanoparticles in zebrafish moddianotechnology v. 19 p. 255102- 255110, 2008.

AshaRani, P. V.; Mun, G. L. K.; Hande, M. P.; liyaveettil, S.; Cytotoxicity and
Genotoxicity of Silver Nanoparticles in Human CgellaCS Nanqg v.3, n.2, p.279-290,
2009.

Asharani, P. V.; Wu, Y. L.; Gong, Z. Y.; ValiyavéeS. Toxicity of silver nanoparticles
in zebrafish models\anotechnology v. 19, 2008.

ATSDR: Toxicological Profile for Silver. 1990. Agey for Toxic Substances and
Disease Registry, U.S. Department of Health and &urServices, Public Health
Service., Ref Type: Report.



a7

Aymonier, C.; Schlotterbeck, U.; Antonietti, L.; &rias, P.; Thomann, R.; Tiller, J. C.;
Hybrids of silver nanoparticles with amphiphilic gerbranched macromolecules
exhibiting antimicrobial propertiesChemical Communications, v.24, p.3018-3019,
2002.

Benn, T. M.; Westerhoff, .; Nanopatrticle silveraated into water from commercially
available sock fabricsEnvironmental Science and Technologyy.42, p. 4133-4139,
2008.

Berry, J. P.; Dennebouy, R.; Chaintreau, M.; Danti; Slodzian, G.; Galle, P.,
Scanning ion microscopy mapping of basement memebeteaments and arterioles in the
kidney after selenium-silver interactio@ellular and Molecular Biology, v.41, n. 2,
p.265-270, 1995.

Bilberg, K.; Malte, H.; Wang, T.; Baatrup, E.; Slvnanoparticles and silver nitrate
cause respiratory stress in Eurasian peRarca fluviatilis Aquatic Toxicology, v.96,
p.159-165, 2010.

Blaser, S. A.; Scheringer, M.; MacLeod, M.; Hundéler, K.; Estimation of cumulative
aquatic exposure and risk due to silver: contrdoutf nano-functionalized plastics and
Textiles,Science of Total Environment v.390, p.396—-409, 2008.

Bleehen, S. S.; Gould, D. J.; Harrington, C. l.yaat, T. E.; Slater, D. N.; Underwood,
J. C.; Occupational argyria; light and electron nosopic studies and X-ray
microanalysis,British Journal of Dermatology, v.104, n.1, p.19-26, 1981.

Bouts, B. A.; Images in clinical medicine: Argyridhe New England Journal of
Medicine, v.340, n.20, p.1554, 1999.

Braydich-Stolle L,K.; Hussain S, Schlager JJ, HaimaMC.; In vitro cytotoxicity of
nanoparticles in mammalian germline stem celigxicol Sci v. 88, n.2, p.412-419,
2005.



48

Buckley, W. R.; Terhaar, C. J.; The skin as an &bty organ in Argyrialransactions
of the St. Johns Hospital Dermatological Society.59, n.1, p.39-44, 1973.

Burrell, R. E.; A scientific perspective on the ueé topical silver preparations,
OstomyWoundManagement,y.49, n.5, p.19-24, 2003.

Capek, I.; Preparation of metal nanoparticles itewan-oil (w/0) microemulsions. Adv
Colloid Interface Science v.110, p.49-74. 2004.

Carlson C, Hussain SM, Schrand AM, Braydich-Stalle Hess KL, Jones RL, et al,;
Unique cellular interaction of silver nanoparticlegze-dependent generation of reactive
oxygen specieslournal Physical Chemistry B v. 112, n.43, p.13608-13619, 2008.

Chen, J. P.; Bidirectional coronary to left venitar fistulg International Journal of
Cardiology, v.19, n.9, p.395-400, 2007.

Chen, X.; Schluesener, H. J.; Nanosilver: a narsymb in medical application,
Toxicology Letters, v.176, n.1, 2008.

Colborn, T.; vom Saal, F.; Soto, A.; Developmeng#fiects of endocrine-disrupting
chemicals in wildlife and human&nviron Health Perspect v. 101, n.5, p.378-84,
1993.

Coombs, C. J.; Wan, A. T.; Masterton, J. P.; CosyRr A. J.; Pedersen, J.; Chia, Y. T,;
Do burn patients have a silver lininB@rns, v.18, n.3, p.179-184, 1992.

Damiani, D.; Diagnédstico Laboratorial da Puberd&itecoce.Arquivo Brasileiro de
Endocrionologia Metabdlica v.46, n.1, p.85-90, 2002.



49

De Gusseme, B.; Sintubin, L.; Baert, L.; Biogenitves for disinfection of water
contaminated with virusesApplied and Environmental Microbiology, v.76, n.4,
p.1082-1087, 2010.

Diplock, A. T.; Caygill, C. P.; Jeffery, E. H.; Thws, C.; The nature of the acid-volatile

selenium in the liver of the male r&iochemical Journal, v.134, n.1, p.283-293, 1973.

Di Vincenzo, G. D.; Giordano, C. J.; Schriever,3.; Biologic monitoring of workers
exposed to silvetnternational Archives of Occupational and Environmental Health,
v. 56, n. 3, p. 207-215, 1985.

Drake P. L.; Hazelwood, K.J.; Exposure-related theaffects of silver and silver

compounds: a reviewAnnals of Occupational Hygienev.49, n.7, p.575-585, 2005.

East, B. W.; Boddy, K.; Williams, E. D.; MacintyrB.; Mclay, A. L.; Silver retention,
total body silver and tissue silver concentrationargyria associated with exposure to an
anti-smoking remedy containing silver acetat€linical and Experimental
Dermatology, v.5, n.3, p.305-311,1980.

Elliott, T. S. J.; Role of antimicrobial central naus catheters for the prevention of
associated infectiondpurnal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 43, n. 4, p. 441-446,
1999.

Ema, M.; Kobayashi, N.; Naya, M.; Hanai, S.; Nakhani J.; Reproductive and
developmental toxicity studies of manufactured maat@rials Reproductive
Toxicology, v. 30 p. 343-352, 2010.

Fisher, A. A.; Contact Dermatitikea and Febiger Philadelphia,Pa, USA, 1987.

Frattini, A.; Pellegri, N.; Nicastro, D.; Sancti®, D.; Effect of amine groups in the
synthesis of Ag nanoparticles using aminosilaméaterials Chemistry and Physics,
v.94, p.148-152, 2005.



50

Furno F.; Morley, K. S.; Wong, B.; Silver nanopelgs and polymeric medical devices: a
new approach to prevention of infectiod®@urnal of Antimicrobial Chemotherapy, v.
54, n. 6, p. 1019-1024, 2004.

Fung, M. C.; Weintraub, M.; Bowen, D. L.; Colloidsilver proteins marketed as health
supplementsjournal of the American Medical Associationv.274, n.15, p.1196-1197,
1995.

Furchner, J. E.; Richmond, C. R.; Drake, G. A.; (Pamtive metabolism of
radionuclides in mammals-IV. Retention of silve@id in the mouse, rat, monkey, and
dog, Health Physics v.15, n.6, p.505-514, 1968.

Garcl’a-Contreras, R.; Argueta-Figueroa, L.; MeRualcava, C.; Jime nez-Marti'nez,
R.; Cuevas-Guajardo, S.; Sa'nchez-Reyna, P. A.;dMe&xxZeron, H.; Perspectives for
the use of silver nanopatrticles in dental practinegernational Dental Journal , v.61,
p.297-301, 2011.

Geranio, L.; Heuberger, M.; Nowack, B.; The behawb silver nanotextiles during

washing.Environmental Science and Technology.43, p.8113-8118, 2009.

Gettler, A. O.; Rhoads, A. Weiss, A.; A contributito pathology of generalised argyria
with a discussion on the fate of silver in the hamaody, American Journal of
Pathology, v.3, p.631-652, 1927.

Gottschalk, F.; Sonderer, T.; Scholz, R. W.; NowaBk; Modeled environmental
concentrations of engineered nanomaterials (TiO20,ZAg, CNT, fullerenes) for
different regions.Environmental Science and Technologyv.43, n.24, p.9216-9222,
2009.



51

Gould, G. W.; Colyer, J.; East, J. M.; Lee, A. Gilver ions trigger C4 release by
interaction with the (CdMg*"”"ATPase in reconstituted systendsurnal of Biological
Chemistry, v.262, n.16, p.7676—7679, 1987.

Grosell, M.; De Boeck, G.; Johannsson, O.; Wood,MC,. The effects of silver on
intestinal ion and acid-base regulation in the nmafieleost fishPapophrys vetulus,
Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toicology & Pharmacology,v.
124, p.259-270, 1999.

Hadrup, N.; Loeschner, K.; Mortensen, A.; SharmaKA Qvortrup,K.; Larsen, E. H.;
Lam, H. R.; The similar neurotoxic effects of naadjculate and ionic silver in vivo and

in vitro. Neurotoxicology, v. 33, n. 3, p. 416423, 2012.

Heindel, J.J.; Treinen, K.A.; Physiology of the makproductive system: endocrine,

paracrine and autocrine regulatidoxicologic Pathology v.17, n.2, p.411-445, 1989.

Hogstrand, C.; Wood, C. M.;. Toward a better un@eding of the bioavailability,
physiology and toxicity of silver in fish: implicans for water quality criteria,
Environmental Toxicology and Chemistry,v.17, p547-561, 1998.

Host'ynek, J. J.; Hinz, R. S.; Lorence, C. R.; &rid.; Guy, R. H.; Metals and the skin,
Critical Reviews in Toxicology, v.23, n. 2, p.171-235, 1993.

Janes, N.; Playle, R. C.; Modeling silver-binding wills of rainbow trout
(Onchorrynchus mykiss):nvironmental Toxicology and Chemistry, v.14, p.1847-
1858, 1995.

Hussain, S. M.; Javorina, M. K.; Schrand, A. M.;Had, H. M.; Ali, S. F.; Schlager, J.
J.; Silver Nanoparticle Induced Blood-Brain Barrignflammation and Increased
Permeability in Primary Rat Brain Microvessel Erusial Cells, Toxicoly Science
v.92, p.456, 2006.



52

Hussain, S. M.; Hess, K. L.; Gearhart, J. M.; GelssT.; Schlager, J. J.; In Vitro
Toxicity of Silver Nanoparticles at Noncytotoxic Bes to HepG2 Human Hepatoma
Cells, Toxicoly in Vitro, v.19, p.975, 2005.

Janes, N.; Playle, R. C.; Modeling silver-binding wills of rainbow trout
(Onchorrynchus mykiss)znvironmental Toxicology and Chemistry, v.14, p.1847-
1858, 1995.

Jie, X.; Yang, W.; Jie, Y.; Hashm, J. H.; Liu, Xan, Q.; Yan, L.; Toxic effect of
gestacional exposure to nonylphenol on F1 male Batth Defects Research (Part B),
v.89, p.418-428, 2010.

Karcioglu, Z. A.; Caldwell, D. R.; Corneal argiroshistologic, ultrastructural and
microanalytic studyCanadian Journal of Ophthalmology, v.20, n.7, p.257-260, 1985.

Karlsmark, T.; Agerslev, R. H.; Bendz, S.H.; LarsénR.; Roed-Petersen, J.; Andersen,
K. E.; Clinical performance of a new silver dregginontreet foam, for chronic exuding
venous leg ulcergiournal of Wound Care, v.12, n.9, p.351-354, 2003.

Kavlock, R. J.; Daston, G. P.; Derosa, C.; FenmspgC P.; Gray, L. E.; Kaatari, S.;
Lucier, G.; Luster, M.; Mac, M. J.; Maczka, C.; Mil, R.; Moore, J.; Rolland, R.; Scott,
G.; Sheehan, D. M.; Sinks, T.; Tilson, H. A.; Resbaneeds for the Risk Assessment of
Health and Environmental Effects of Endocrine Diaus: A Report of the U. S. EPA

sponsored Workshofgnvironmental Health Perspectivesv. 104, n.4, 1996.

Kim, Y. S.; Kim, J. S.; Cho, H. S.; Twenty-eightydaral toxicity, genotoxicity, and
gender-related tissue distribution of silver nambpl@s in Sprague-Dawley rats,
Inhalation Toxicology, v.20, n.6, p.575-583, 2008.

Kim, J. S.; Kuk, E.; Yu, K. N.; Kim, J. H.; Park, $; Lee, H. J.; Kim, S. H.; Park, Y. K,;
Park, Y. H.; Hwang, C.Y.; Kim, Y. K; Lee,Y. S.;al&g, D. H.; Cho, M.H. Antimicrobial



53

effects of silver nanoparticleslanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine
v.3, p-95-101, 2007.

Kim, Y. S.; Song, M. Y.; Park, J. DSubchronic oral toxicity of silver nanoparticles,
Particle and Fibre Toxicology,v.7, p.20, 2010.

Kohler, A.R.; Som, C.; Helland, A.; Gottschalk, KBtudying the potential release of
carbon nanotubes throughout the application lifdecylournal of Cleaner Production
v. 16, p.927-937, 2008.

Komatsu, T., Tabata, M.; Kubo-Irie, M.; Shimizu, Buzuki, K., Nihei, Y., and Takeda,
K.; The effects of nanoparticles on mouse testigigecells in vitro,Toxicoly In Vitro ,
v.22, p.1825-1831, 2008.

Korenbrot, C. C.; Huhtaniemi, I. T., Wiener, RPreputial separation as an external sign
of pubertal development in the male rBiplogy of Reproduction v.17, p.298-303,
1977.

Lansdown, A. B. G. Cartilage and bone as targstiéis for toxic material$seneral and
Applied Toxicology, v.3, p.1491-1524, 2009.

Lansdown, A. B. G.; Critical observations on theumo¢oxicity of silver, Critical

Reviews in Toxicologyyol. 37, no. 3, pp. 237-250, 2007.

Lansdown, A. B. G.; Physiological and toxicologichlanges in the skin resulting from
the action and interaction of metal ior@titical Reviews in Toxicology, v.25, n.5,
p.397— 462, 1995.

Lansdown, A. B. G.; Silver in health care: antiroluial effects and safety in use,
Current Problems in Dermatology, v.33, p.17-34, 2006.



54

Lara, H. H.; AyalaNu™nez, N.V.; AyalaNu™nez, L.; Rodriguez-Padilla, C.; Mode of
antiviral action of silver nanoparticles againstvHl, Journal of Nanobiotechnology
v.8, n.1, 2010.

Li, C.; Taneda, S.; Taya, K.; Watanabe, G.; Li, Kuyjitani, Y.; Nakajima, T.; Suzuki, A.;
Effects of in utero exposure to nanoparticle-rieksdl exhaust on testicular function in

immature male rat§ oxicoly Letters, v.185, p.1-8, 2009.

Littleton-Kearney, M.; Hurn, P. D; Testosterone asnodulator of vascular behavior.
Biological Research for Nursing v.5, n.4, p.276-85, 2004.

Loeffler, K. U.; Lee, W. R.; Argyrosis of the laoral sacGraefe’s Archive for Clinical
and Experimental Ophthalmology, v.225, n.2, p. 146-150, 1987.

Loeschner, K.; Hadrup, N.; Qvortrup, K.; Larsen;, &ao, X.; Vogel, U.; Mortensen, A.;
Lam, H.R.; Larsen, E. H. Distribution of silverriats following 28 days of repeated oral
exposure to silver nanoparticles or silver acetBteticle and Fibre Toxicology, v.8,
p.18, 2011.

Lucas, B.; Fields, C.; Hofmann, M.; Signaling Patlys in Spermatogonial Stem Cells
and Their Disruption by Toxicant&irth Defects Research (Part C)v. 87, p.35-42.
DOI: 10.1002/bdrc.20145, 2009.

Luoma, S. N.; Silver nanotechnologies and the enwrent: old problems and new
challenges®Vashington DC: Woodrow Wilson International Center for Scholars or
The PEW Charitable Trusts; 2008.

Lyons, W. R.; Berlin, I.; Friedlande, S.; Cornifima of balano-preputial epithelium in
normal rats and | castrated rats treated with séstone proprionatendocrinology,
v.31, p.659-663, 1942.



55

Margaret, |. P.; Lui, S. L.; Poon, V. K. M.; Lund,; Burd, A.; Silver or silver
nanoparticles: a hazardous threat to the envirohrard human healthdournal of
Medical Microbioly, v.55, p.59-63, 2006.

Marshall 1l, J. P.; Schneider, R. P.; Systemicyaegsecondary to topical silver nitrate,
Archives of Dermatology, v. 113, n. 8, p. 1077-1079, 1977.

McCauley, R. L.; Li, Y. Y.; Chopra, V.; Herndon, N.; Robson, M. C.; Cytoprotection
of human dermal fibroblasts against silver sulfaitia using recombinant growth factors,
Journal of Surgical Researchv.56, n.4, p.378-384, 1994.

Moore, M. N.; Do nanoparticles present ecotoxicmabrisks for the health of the

aquatic environment2nvironment International v.32, p.967-976, 2006.

Moss, A. P.; Sugar, A.; Hargett, N. A.; The ocutaanifestations and functional effects
of occupational argyrosigrchives of Ophthalmology, v.97, n.5, p.906-908, 1979.

Mukherjee, P.; Ahmad, A.; Mandal, D.; Senapati, Sainkar, S. R.; Khan, M. I;
Bacteria mediated extracellular synthesis of metalt nanoparticles Nano Letters,
v.1, p.515, 2001.

Navarro, E.; Baun, A.; Behra, R.; Hartmann, N.@Blser, J.; Miao, A. J.; Environmental
behavior and ecotoxicity of engineered nanopadicte algae, plants, and fungi,
Ecotoxicology,v.17, p.372-386, 2008.

Newton, D.; Holmes, A.; A case of accidental intiala of zinc-65 and silver-110m,
Radiation Researchv.29, n.3, p.403—-412, 1966.

Pariser, R. J.; Generalized argyria. Clinicopatbmldeatures and histochemical studies,
Archives of Dermatology, v.114, n.3, p.373-377, 1978.



56

Park, E. J.; Bae, E.; Yi, Repeated-dose toxicity and inflammatory responsesice by
oral administration of silver nanoparticlesEnvironmental Toxicology and
Pharmacoly,v.30, n.2, p.162-168, 2010.

Pifer, J. W.; Friedlander, B. R.; Kintz, R. T.; 8kdale, D. K.; Absence of toxic effects
in silver reclamation workersScandinavian Journal of Work, Environment and

Health, v.15, n.3, p.210-221, 1989.

Piffer, R. C; Garcia, P. G Gerardin, D. C Semen parameters, fertility and testosterone

levels in male rats exposed prenatally to betansetia Reproduction, Fertility and

Development v.21, n.5, p.634-639, 2009.

Pryor, J., Hughes, C., Foster, W., Hales, B., amibdie, B. Critical windows of
exposure for children’s health: the reproductivestsgn in animals and humans.
Environmental Health Perspectivesv.108, n.3, p.491-503, 2000.

Ratte, H. T.; Bioaccumulation and toxicity of siveompounds: a reviewdeindel, J.J.;
Treinen, K.A.; Physiology of the male reproductisgstem: endocrine, paracrine and

autocrine regulatignroxicologic Pathology v.17, n.2, p.411-445, 1989.

Rosenman, K. D.; Seixas, N.; Jacobs, I.; Potemggdhrotoxic effects of exposure to
silver, British Journal of Industrial Medicine , v.44, n.4, p.267-272, 1987.

Samberg, M. E.; Oldenburg, S. J.; Monteiro-RivieM:, A.; Evaluation of Silver
Nanoparticle Toxicity in Skin in Vivo and Keratingtes in Vitro.Enviromental Health
Perspectivesy.118, n.3, p. 407-413, 2010.

Sato, S.; Sueki, H.; Nishijima, A.; Two unusual ea®f argyria: the application of an
improved tissue processing method for X-ray micaebgsis of selenium and sulphur in
silver-laden granule®ritish Journal of Dermatology, v.140, n.1, p.158-163, 1999.



57

Schettler, T.; Solomon, G.; Valentini, M; Huddle,; &enerations at RisliReprodutive

Health and the Environment Cambridge, Massachusetts: MIT Press, pgs.433 19

Scown, T.; Santos, E.; Johnston, B.; Gaiser, Bal@®@sha, M.; Mitov, S.; Effects of
aqueous exposure to silver nanoparticles of diftersizes in rainbow trout.
Toxicological Sciencev.115, p.521-534, 2010.

Sharma, B. R.; Harish, D.; Singh V. P.; Bangar &pticemia as a cause of death in
burns: an autopsy studgurns, v. 32, n. 5, p. 545-549, 2006.

Silver, S.; Phung, L.T.; Silver, G.; Silver as baes in burn and wound dressings and
bacterial resistance to silver compoundisnual Meeting of the Society-for-Industrial-
Microbiology. Chicago, IL; 2005.

Sironmani, A.; Daniel, K.; Silver Nanopatrticles -idersal Multifunctional Nanoparticles
for Bio Sensing, Imaging for Diagnostics and TaegeDrug Delivery for Therapeutic

Applications Drug Discovery and Development — Present and Fute, 2011

Skinner, M. K.; Matthew, D. A.; Seminiferous Cordorfation and Germ-Cell
Programming: Epigenetic Transgenerational ActionEraocrine DisruptorsAnnals of
the New York Academy of Sciencesr. 1061, Testicular Cell Dynamics and Endocrine
Signaling. p.18-32. DOI: 10.1196/annals.1336.00052

Sondi, I.; Branka, S. S.; Ag-TiNanoparticle Codoped Sjd-ilms on ZrQ Barrier-
Coated Glass Substrates with Antibacterial ActivityAmbient Condition Journal of
Colloid Interface Sciencey.275, p.177, 2004.

Stensberg, M. C.; Wei, Q.; McLamore, E. S.; Poie&df D. M.; Alexander Wei, A.;
Sepulvida, M. S.; Toxicological studies on silveanoparticles: challenges and
opportunities in assessment, monitoring and imaght@nomedicine v. 6, n.5, p.879—
898, 2011.



58

Stoker, T. E.; Parks, L. G.; Gray, L. E.; Cooper,LR Endocrine disrupting chemicals:
pubertal exposures and effects on sexual maturatidnthyroid function in the male rat.
A focus on the EDSTAC recommendations. Endocrirseugiting screening and testing

advisory committeeCritical Reviews in Toxicoly, v.30, p.197-252, 2000.

Tanita, Y.; Kato, T.; Hanada, K.; Tagami, H.; Blemacules of localized argyria caused
by implanted acupuncture needles. Electron micqmgc@and roentgenographic
microanalysis of deposited meté&lichives of Dermatology, v.121, n.12, p.1550-1552,
1985.

Trop, M.; Novak, M.; Rodl, S.; Hellbom, B.; Kroel).; Goessler, W.; Silver-coated
dressing acticoat caused raised liver enzymes @ylialike symptoms in burn patient,
The Journal of Trauma, v.60, n.3, p.648-652, 2006.

U.S., Department of Health and Human Services, @hexounter drug products
containing colloidal silver ingredient or silverltsa Federal Register v.64, n.158,
p.44653-44658, 1996.

U.S. Environmental Protection Agency, Integratesgk rinformation system (IRIS),
Environmental Criteria and Assessment Office of Enironmental Assessment
Cincinnati, Ohio, USA, 1992.

U.S. EPA, Drinking water criteria document for sty The Office of Health and
Environmental Assessment, Environmental Criteria am Assessment Office,
Cincinnati, OH for the Office of Drinking Water, Washington, DC, USA, 1985.

Van Hasselt, P.; Gashe, P. A.; Ahmad, J.; Collogilaker as an antimicrobial agent: fact
or fiction?,Journal of Wound Care, v.13, n.4, p.154-155, 2004.



59

Wan, A. T.; Conyers, R. A. J.; Coombs, C. J.; Mdete J. P.; Determination of silver in
blood, urine, and tissues of volunteers and butrempis, Clinical Chemistry, v. 37, n.
10, p. 1683-1687, 1991.

Wijnhoven, S. W. P.; Peijnenburg, W. J. G. M.; Hetb, C. A.; Hagens, W. |.; Oomen,
A. G.; Heugens, E. H. W.; Nano-silver - a reviewawhilable data and knowledge gaps

in human and environmental risk assessmi¢anotoxicology,v.3, p.109-138, 2009.

Williams, N.; Gardner, I.; Absence of symptomsiimes refiners with raised blood silver
levels,Occupational Medicing v.45, n.4, p.205-208, 1995.

Williams, N.; Longitudinal medical surveillance stiag lack of progression of argyrosis
in a silver refinerOccupational Medicing v.49, n.6, p.397-399, 1999.

WoodrowWilson, Consumer products inventory PropttEmerging Nanotechnologies,

a project of th&VoodrowWilson International Center for Scholars; 2009.

Yeo, M. K.; Pak, S. W.; Exposing zebrafish to silvenoparticles during caudal fin
regeneration disrupts caudal fin growth and p53aigg. Molecular and Cellular
Toxicology, v.4, p.311-317, 2008.

Yoon, K-Y.; Hoon-Byeon, J.; Park, J-H.; Hwang, JBusceptibility constants of
Escherichia coliandBacillus subtilis to silver and copper nanoparticl&sience of Total
Environment, v.373. p.572-575, 2007

Zhao, G.; Stevens Jr, S. E.; Multiple parametergtfe comprehensive evaluation of the
susceptibility of Escherichia coli to the silvenj@iometals, v.11, p.27-32, 1998.

Zheng, W.; Aschner, M.; Ghersi-Egea, J. F.; Braamrier systems: a new frontier in
metal neurotoxicological researchgxicology and Applied Pharmacology v.192, n.1,
p.1-11, 2003.



ANEXO



Universidade Estadual do Centro-Oeste

&
Reconhecida pelo Decreto Estadual n® 3.444, de 8 de agosto de 1897
UNICENTRO

COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS - CEUA/UNICENTRO/G

Oficio n® 021/2011 - COMEP/UNICENTRO/G Guarapuava, (17 de Junho de 20101
Senhor Professor,

1. Comunicamos que 0 projeto de pesquisa intitulado: “Estudo do Potencial Efeito de
Nanoparticulas de Sais de Prata como Disruptor Enddcrino Reprodutiva™, parecer 021/2011 foi
analisado e considerado APROVADO pelo Comité de Etica em Uso de Animais de nossa
Instituigio em Reunido Ordinéria no dia 03 de Junho de 2011.

2, Em atendimento a Resolucao 196/96 do CNS, devera ser encaminhado ao COMEP o
relatério final da pesquisa e a publicagao q%s seu sultados para acompanhamento do mesmo.

ki

% Observamos ainda que se
seguinte ordem:

- Os Relatdrios Parciais
transcorrido um ano da pesguisa.

- Os Relmtérios Finais dever. : 'gncamjnﬁados ao COMEP em até 30 dias apds a
conclusiio da pesquisa.

na uisa que apr
sujeitos, local, pe erd ser newss&mrgm ﬂ[}vgctdﬂ. dma carta ]uqnﬁcanva para a

anilise do CEUA. &

Pesquisador: Hanan Khaled Sleiman

Atenciosamente,

" 4
Wa
Prof. Rosilene Rebeca

Niee-Coordenadora do CEUA/UNICENTRO
Port. 1983/2010 - GRAINICENTRO

Ao Senhor

Prof. Hanan Khaled Sleiman
Departamento de Farmécia - DEFAR
UNICENTRO

Home Page: MIC.www. uniceniro br

Campus Santa Cruz: Rua Pres. Zacarias BTS — Cx. Postal 3010 - Fone (42) 3821-1000 — FAX: (42) 3621-1080 — CEP 85.015-430 - GUARAPUAVA - PR
Campus CEDETEG: Rua Simsac Camarge Varela te Sa, 03 - Fone/FAX (42 3526-5100 — CEP B5 D40-080 - GUARAPUAVA - PR
Campus de Irati: PR 153 — Km 0T = Rigzinho - Cx, Postal, 21 - Fone: (42) 3421-3000 - FAX: {42) 3421-3067 — CEP 84.500-000 — [RAT! — PR

61



